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PROLOGO

Los rios tienen una importancia estratégica tanto para la biodiversidad del pla-
neta como para la sociedad, y su adecuada gestion exige analizar de forma deta-
llada y precisa su estructura y funcionamiento. Este analisis es el objetivo de la
ecologia fluvial. Los rios son sistemas intimamente relacionados con los ecosiste-
mas terrestres modelados por el agua, y para comprenderlos es preciso tener una
vision amplia, que incluya aspectos muy diversos y caracteristicas bien distintas.

El objeto de este libro es describir algunas de las principales técnicas que se apli-
can en el estudio de los ecosistemas fluviales para analizar sus componentes es-
tructurales y funcionales, y evaluar correctamente su estado. Para ello, se han se-
leccionado las técnicas mas adecuadas de entre las disponibles, huyendo de una
excesiva especializacion y buscando técnicas estandarizadas pero sencillas en la
medida de lo posible. Sin embargo, tampoco se ha querido construir un manual
basico o simplificado. Por ello, junto a técnicas basicas se incluyen algunas mas
complejas aunque necesarias para desarrollar una ecologia fluvial de calidad.

Esta obra estd pensada y escrita para estudiantes avanzados (maestria, doctorado)
e investigadores en ecologia fluvial. Ello no es 6bice para que pueda, asimismo,
tener interés para investigadores en otros campos, o para quien quiera sencilla-
mente adentrarse en la practica del trabajo en ecologia de rios. Aunque es un ma-
nual metodoloégico, se introducen y discuten los principales conceptos de ecolo-
gia fluvial. Todo ello estd dirigido para que el lector no ejecute las técnicas de
manera automatica, como si de recetas se tratase, sino de forma que le permita
interpretar los rasgos fundamentales de los rios que encuentre en su entorno
para asi proceder, de manera mas efectiva, a su valoracion y conservacion.

El libro incluye aspectos sobre hidrologia y geomorfologia, factores fisicos de re-
levancia para la biota, dinamica de materiales particulados y disueltos, comuni-
dades biologicas (desde las bacterias hasta los peces), medidas funcionales parti-
culares y ecosistémicas, y tratamiento e interpretacion de los datos.

Entre los aspectos fisicos, se detallan técnicas descriptivas del marco que imprime
la cuenca, el caudal circulante, y las relaciones entre cuenca, clima y caudal. En
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muchos sistemas fluviales, las riadas y sequias son frecuentes, por lo que se pro-
ponen técnicas de analisis de cdlculo del periodo de retorno de crecidas. Se de-
tallan procedimientos de estima del flujo superficial e hiporreico de la carga di-
suelta y de la carga particulada en suspension. La hidrologia se halla relacionada
con la estructura fisica de los cauces fluviales, lo que se plasma en técnicas para
describir la morfologia del cauce, el transporte de sedimentos, o bien estimas de
la degradacion y agradacion del cauce.

Un abanico de técnicas estan dedicadas al andlisis de las concentraciones y trans-
porte de los materiales inorganicos disueltos y particulados. Se describen proce-
dimientos estandarizados de analisis de nutrientes y también de estima de su di-
namica de asimilacion y transporte en sistemas fluviales. Se proponen protocolos
de determinaciéon de factores fisicos de importancia para los seres vivos, tales
como la luz y la velocidad de la corriente.

La dinamica y relevancia de la materia organica particulada y disuelta es espe-
cialmente importante en sistemas forestados de cabecera. Los materiales organi-
cos son de gran necesidad para los consumidores en funcién de sus fracciones di-
suelta, particulada fina y particulada gruesa. Por ello se incluyen técnicas que
describen el analisis de la materia organica disuelta, de la materia organica parti-
culada del lecho (hojarasca, madera), de la retentividad de materiales particula-
dos, y de la descomposicion de la materia organica.

La biota de los sistemas fluviales es objeto de especial detalle. Se proponen téc-
nicas especificas para microorganismos heterotroéficos, algas, macrofitos, bosque
de ribera, macroinvertebrados y peces. En todos estos compartimentos, las técni-
cas desgranan aspectos de la composicion de especies, densidad y biomasa, indi-
cadores fisiologicos y actividades metabolicas mas relevantes, como produccion
y respiracion. En los grupos mas complejos (macroinvertebrados y peces) se de-
tallan técnicas de caracterizacion de la estructura tréfica, rasgos vitales de las es-
pecies, movimiento y produccién. Este analisis se extiende a otros vertebrados
(anfibios, aves, reptiles y mamiferos) que frecuentan los sistemas fluviales.

Las conexiones troficas en el ecosistema fluvial y su interaccion con las fuentes de
energia autoctonas y aléctonas conducen a proponer técnicas en estequiometria,
analisis de is6topos estables y metabolismo fluvial. Por ultimo, se proponen técni-
cas estadisticas adecuadas al disenno experimental y analisis de los datos obtenidos.

La publicaciéon cuenta ademas con numerosas macros (archivos ejecutables) que
han sido producidas por los propios autores, y que se incluyen con la intencién
de ayudar al tedioso calculo de algunas estimas. Se incluyen las mas relevantes, ta-
les como caudales, longitud de la asimilaciéon de nutrientes, produccion, etc.
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Para desarrollar el conjunto de aspectos que aborda este libro se ha contado con
autores de muy diversa procedencia en los diversos campos de la ecologia fluvial,
que han expuesto su experiencia y buen hacer. Todos ellos han tenido una enor-
me paciencia en responder, siempre con presteza y eficiencia, a nuestras prisas y
cambios no anunciados. A todos ellos, companeras y companeros, amigas y ami-
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guiado a lo largo de este proceso.
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NOTA TECNICA

El manual Conceptos y técnicas en ecologia fluvial aporta al profesional herra-
mientas practicas —disponibles en Internet—, que se suman a las técnicas
descritas paso a paso en sus paginas. Asi, el libro se complementa con
numerosas macros, archivos ejecutables que han sido producidos por los
propios autores, con el objetivo de ayudar al calculo de algunas estimas,
en especial las mads relevantes como caudal, longitud de la asimilacion de
nutrientes y produccion, entre otras.

Disenadas por especialistas en ecologia fluvial, en la elaboracion de las
macros se ha hecho hincapié en su sencillez y flexibilidad, con el fin de
que puedan ser utilizadas por cualquier persona interesada. Por ello se ha
optado por un formato universal, en libros Excel, programa ampliamente
difundido por todo el mundo y en entornos diversos.

Asimismo, se ha decidido crear hojas de calculo, con una presentacion
clara y concisa de contenidos e instrucciones de uso. Los archivos son con-
sultables on-line. Ademas, se ofrece la posibilidad de descargarlos en un
equipo de trabajo, en formato abierto, para que puedan ser modificados
a voluntad por el usuario, asi como adaptarlos a necesidades especificas.
Las soluciones que ofrecen estas macros son, a menudo, aproximadas,
pero hemos preferido mantener su estructura sencilla y flexible a disenar
un producto demasiado cerrado o cuyo uso requiera entrenamiento es-
pecifico.

La veintena de macros u hojas de calculo estan disponibles en la pagina
web de la Fundacion BBVA (www.fbbva.es).







CAPITULO

Presentacion: importancia de los rios

SERGI SABATER Y ARTURO ELOSEGI

1.1. Introduccién

El agua le confiere a la Tierra su caracteristica coloracion azul y blanca vista desde
el espacio: azul por los océanos, que cubren aproximadamente el 70% de la super-
ficie terrestre, y blanca por las nubes que se forman en la atmoésfera. El agua o la
ausencia de ella son asimismo responsables de la gama de colores que observamos
en los continentes, desde los ocres de los desiertos a los verdes intensos de las sel-
vas tropicales. En un planeta modelado por el agua, los rios s6lo albergan una frac-
cion pequena del total del agua, 2000 km?, cifra menor que la de cualquier otro
compartimento hidrolégico (cuadro 1.1). Sin embargo, la constante renovacion de
los rios hace que casi toda el agua circule antes o después por los cauces fluviales.

Volumen (millones de km®)

Océanos 1338

Agua solida (casquetes polares, glaciares) 24,1

Acuiferos y suelo 8,1

Lagos de agua dulce 0,125

Lagos salados 0,104

Rios 0,002 (2000 km*)
Atmosfera 0,013
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Cuadro 1.1:

Volumen de agua en los
distintos compartimentos
por los que discurre el ciclo
hidrolgico global terrestre
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A pesar de la aparente modestia de los caudales que transportan, los rios tienen
una enorme importancia por conectar las cuencas terrestres con la atmosfera y
con el mar, funcionando como los auténticos rinones de la Tierra. De esta forma,
ademas de agua, transportan sales, sedimentos y organismos, y las complejas reac-
ciones quimicas y biolégicas que se producen en los cauces fluviales son responsa-
bles en parte de las caracteristicas quimicas del agua retenida en los grandes re-
servorios, como lagos y océanos. Desde una perspectiva geologica, los rios han
transportado durante millones de anos buena parte de los sedimentos que afloran
en las orogenias y forman parte del sustrato litologico de las placas continentales.
Estos sedimentos provienen de la accion de los agentes erosivos, por lo que los rios
no solo son cruciales para entender el ciclo hidrolégico, sino que su papel va mas
alla, hasta el ciclo de formacion de rocas, la orogenia y la denudacion de los con-
tinentes. En este contexto, es interesante destacar que los rios suelen perdurar mas
que los lagos, ya que éstos tienden a colmatarse de sedimentos y desaparecer.

Los rios forman una red ramificada y jerarquica, en la que los pequenos arroyos
confluyen formando arroyos mayores, éstos confluyen formando rios de mayor ta-
mano, y asi sucesivamente. El caudal del rio depende en ultimo término del
tamano de la cuenca de drenaje y del balance entre la precipitacion y la evapo-
transpiracion. En climas humedos el tamano de los rios aumenta aguas abajo, con-
forme van recibiendo los aportes de afluentes y de aguas subterraneas. Sin embar-
go, en zonas aridas, el rio puede ir perdiendo agua, llegando incluso a desaparecer,
como es el caso del célebre rio Okavango, que desaparece en el delta del mismo
nombre, a las puertas del desierto de Kalahari. Por todo ello, en funcién de la dis-
tancia entre las montanas y el mar, de la pendiente de la cuencay de las condicio-
nes climaticas, existe una enorme variedad de rios, desde arroyos cortos y pen-
dientes que nacen a poca distancia de su desembocadura hasta rios de miles de
kilometros de longitud. Asi, las dimensiones de los cauces fluviales abarcan varios
6rdenes de magnitud: desde unos centimetros hasta varios kilometros de anchura
o desde unos milimetros hasta 50 m de profundidad. El rio mas largo del mundo
es el Nilo, con mas de 6600 km de longitud, y el mas caudaloso es el Amazonas,
que aporta una quinta parte de la cantidad de agua transportada por todos los rios
del mundo al mar. Estas diferencias en las dimensiones determinan grandes dife-
rencias en el tamano y diversidad de los organismos fluviales. Sin embargo, por la
estructura dendritica de la red de drenaje, los pequenos arroyos dominan tanto en
su longitud como en la superficie de cauce acumuladas, por lo que es en ellos don-
de se dan buena parte de las interacciones entre el medio terrestre y el acudtico.
Su significado a escala global trasciende su aparente pequeno tamano.

La larga pervivencia y la estructura dendritica de los rios tienen implicaciones
interesantes para la biota de los ecosistemas fluviales. Por un lado, algunos rios
tienen millones de anos de existencia, lo que ha permitido la adaptacién de las
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comunidades a las condiciones locales y favorecido la especiacion. Este hecho,
unido a los marcados gradientes en condiciones ambientales, explica que los rios
y sus margenes alberguen buena parte de la biodiversidad del mundo (Naiman y
Décamps 1990), asi como algunas de las zonas de mayor productividad biologica.
La biodiversidad de las comunidades fluviales varia mucho de unas zonas a otras,
como consecuencia de multiples factores. Entre estas variaciones puede incluirse
la de las condiciones climaticas, asi como los factores histéricos y biogeograficos
que difieren entre zonas del planeta. Sin embargo, la propia dinamica fluvial pue-
de ser responsable en parte de esa biodiversidad, como, por ejemplo, cuando la
migraciéon de meandros forma mosaicos extraordinariamente diversos en el pai-
saje, que promueven una mayor diversidad de organismos.

El caracter unidireccional de la corriente implica que existe una relaciéon asimé-
trica entre las comunidades de tramos altos y las de tramos bajos. Son estas tltimas
las que reciben los aportes de alimento y desechos que escapan a las primeras, asi
como una lluvia constante de propagulos e individuos (Margalef 1983). Por otra
parte, en cualquier red fluvial hay numerosos tramos de cabecera pero s6lo unos
pocos tramos bajos, lo que implica que hay mas posibilidades de colonizacion para
los organismos de tramos mas altos. Los rios son sistemas que reciben recurrente-
mente perturbaciones en forma de avenida o sequia, mds o menos regulares segin
el clima del que se trate. La resiliencia fluvial es paradigmatica; la biota es recolo-
nizada desde rio arriba o lateralmente y asi se recupera facilmente en los tramos
afectados por la perturbacion. Sin embargo, la recolonizacién no es facil para to-
dos los organismos, y en algunos casos es especialmente complicada, ya que los
organismos a menudo deben realizar grandes rodeos a lo largo de la red de dre-
naje. Las posibles vias de recolonizaciéon cambian con el tiempo, cuando los ava-
tares de la tecténica de placas conectan cuencas antes desconectadas, lo que tie-
ne su reflejo en la distribucion actual de ciertos grupos de peces.

1.2. Estructura y funcionamiento del ecosistema fluvial

La caracterizacion ecolégica de los rios puede llevarse a cabo sobre la base de su
estructura y funcionamiento (Allan y Castillo 2007). Entendemos por estructura de
los ecosistemas aquellas caracteristicas del medio abi6tico que forman el escena-
rio en el que se desarrolla el ecosistema, y de las comunidades de organismos que
constituyen sus actores principales. Por funcionamiento de los ecosistemas, habitual-
mente se entienden los procesos que ocurren en los mismos, y que estan deter-
minados tanto por el medio abiético como por los organismos. En el caso de los
ecosistemas fluviales, su estructura esta ligada a la forma y dimensiones del cauce,
a la calidad quimica del agua, a la diversidad de habitats y a las distintas comuni-
dades biologicas que se establecen en los mismos. Su funcionamiento esta ligado
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a procesos como el transporte y retencion de sedimentos, nutrientes o materia or-
ganica, o por la fotosintesis de algas y otros productores primarios, por poner
unos ejemplos. Hay interrelaciones obvias entre estructura y funcionamiento. Asi,
el caudal transportado por el rio y sus variaciones temporales determinan la con-
figuracion geomorfolégica y la estructura del habitat fluvial. Asimismo, el tipo y
la cantidad de materiales que llegan al sistema determinan sus caracteristicas
quimicas. Finalmente, la biota responde a las dos caracteristicas anteriores y a
elementos historicos, a veces muy lejanos, que son caracteristicos de la cuenca, y
puede modificar en buena medida su propio entorno, como cuando retiene nu-
trientes depurando las aguas.

Hay numerosas concepciones aceptadas socialmente que no encajan en lo que
entendemos como funcionamiento ecologico de los sistemas acuaticos. Una, que el
agua transportada puede (y debe) ser aprovechada integramente. En los viejos li-
bros de texto se hablaba del «agua que se pierde al mar», como razon de atraso
secular. Otra concepcion socialmente aceptada es que el rio es un simple canal
que transporta agua, y que debe hacerlo sin interrupciones, sin importar el esta-
do en que éste se encuentre. Sin embargo, en realidad el agua que transporta el
rio es resultado de lo que acontece en su cuenca (el clima, la vegetacion, las acti-
vidades humanas) y, asi, es resultado de su viaje a través de los suelos, vegetacion,
y areas urbanas. Periédicamente, el rio llena todo su cauce, lo que le permite re-
generarse estructuralmente. La integraciéon entre la biota y el medio fisico (hi-
drolégico, geomorfologico, quimico) es dinamica, tanto en el sentido espacial
como en el temporal. El rio, pues, no es sélo el cauce por el que circula el agua,
sino también la zona de ribera, sus meandros, la llanura aluvial... y las complejas
comunidades de organismos que viven en todos estos compartimentos.

1.3. Los rios y la humanidad

La humanidad ha estado desde siempre intimamente ligada a los rios, como lo
demuestran los numerosos hallazgos de hominidos fésiles en Africa y otras partes
del mundo, asociados a menudo a depositos aluviales. Es de suponer que aque-
llos ancestros explotarian los recursos disponibles en las ricas llanuras aluviales,
como han venido haciendo desde entonces innumerables generaciones de reco-
lectores y cazadores primero, y de agricultores y ganaderos después. La trascen-
dencia social de los rios tiene, pues, raices historicas (Moss 1998) y numerosas po-
blaciones, ciudades e incluso regiones se han organizado a lo largo de los cursos
fluviales. Muchas de las primeras civilizaciones se desarrollaron intimamente aso-
ciadas a rios, como el Tigris y el Eufrates. La civilizacion del Antiguo Egipto supo
aprovechar el papel fertilizador de las crecidas del Nilo para prosperar en una re-
gion por lo demas muy arida.
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En el mundo existen numerosos tipos de rios, desde las ramblas temporales me-
diterraneas o los rios que atraviesan el desierto, a los arroyos de montana andi-
nos, pasando por los grandes rios tropicales como el Amazonas, o los rios de lla-
nura pampeanos. Cada tipo de rio tiene sus caracteristicas propias, pero
también hay una serie de patrones comunes que determinan la distribucién y
abundancia de las comunidades biolégicas, y el funcionamiento del ecosistema
en relacion con sus comunidades y los factores ambientales. Ademads de ser fuen-
te de recursos valiosos, como agua, pesca, o suelos fértiles, los rios han sido uti-
lizados secularmente como vias de transporte. Ya los constructores de Stone-
henge supieron aprovechar el cercano rio Avon para acarrear las enormes rocas
desde decenas de kilometros de distancia, e innumerables viajeros y explora-
dores de la historia han viajado a lo largo de los rios como la forma mas facil de
moverse, como hicieron Clark y Lewis en su famosa expedicién que cruzé Nor-
teamérica de este a oeste. A menudo, para facilitar su movilidad, el hombre ha
alterado profundamente los cursos fluviales. Un caso bien documentado es el
de la enorme acumulacién de troncos que bloqueaba de forma ininterrumpida
300 millas en el Red River, en Oklahoma, y que s6lo pudo ser eliminada tras casi
un siglo de trabajo ininterrumpido por parte del Cuerpo de Ingenieros del
Ejército de Estados Unidos, lo que da una idea del enorme cambio que debio
producir en las caracteristicas del ecosistema. A mayor capacidad tecnologica
mayor ha sido la magnitud de los cambios que ha producido la humanidad en
los rios, de forma que buena parte de los cursos fluviales del mundo se hallan
profundamente modificados. Los cauces han sido dragados, rectificados, resec-
cionados, las margenes protegidas por motas, se han construido grandes ex-
clusas para facilitar la navegacion, etc. Asi, rios como el Misisipi, el Rin, el Da-
nubio o el Yangtsé son importantisimas vias de transporte hoy en dia. Estos
cambios no dejan de producir consecuencias no deseadas como, por ejemplo,
el progresivo hundimiento del delta del Misisipi por dejar de recibir los apor-
tes de sedimentos fluviales, y que contribuy6 al desastre del huracan Katrina en
Nueva Orleans.

Los usos sobre el rio incluyen el abastecimiento de agua para consumo o para
regadio, la navegacion, la pesca y la obtencion de energia hidroeléctrica. En mu-
chos paises la pesca fluvial es una de las principales fuentes de proteinas, o un
recurso econoémico de primer orden. En otros, paisaje fluvial y pesca deportiva
son considerados atractivos turisticos y proporcionan relevantes ingresos. Con el
incesante crecimiento de la poblaciéon humana y del consumo per capita aumen-
ta la presion humana hacia los ecosistemas fluviales y, a menudo, se producen
conflictos, dificilmente compatibles, entre los distintos usos. Ello puede crear
problemas ecolégicos y sociales, en algunos casos de proporciones alarmantes.
El numero de conflictos armados producidos en torno a los recursos naturales
esta aumentando, y es posible que el agua sea una fuente de problemas interna-

19

Aunque solo una parte
muy pequena del agua
se encuentra en los rios,
gstos tienen una gran
relevancia, tanto
ecoldgica como social



CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

cionales en el siglo xXxI, posiblemente agravados en algunas dreas por las conse-
cuencias del cambio climatico.

Los problemas sociales asociados al uso del agua no son algo nuevo, y compor-
tan consecuencias para los sistemas fluviales. Gran nimero de patégenos tienen
sus vectores en organismos acuaticos, y la baja calidad del agua ha estado aso-
ciada a epidemias de enfermedades infecciosas, especialmente en asentamientos
humanos densos. Igualmente, la contaminacién es un problema muy antiguo. Ya
1000 anos antes de nuestra era, las explotaciones mineras en el sur de la penin-
sula Ibérica produjeron una contaminacién aguda por metales en los rios Tinto
y Odiel, y su acumulacién en sedimentos estuarinos. L.a contaminacion de los
rios aument6 en gran medida con la revolucion industrial, en una época en que
los avances tecnol6gicos parecian mucho mas importantes que los danos am-
bientales que pudieran producirse. Nuevos tiempos trajeron nuevas formas de
contaminacién, como plaguicidas sintéticos, disruptores endocrinos y productos
farmacéuticos. Asi, iniciamos el siglo XXI como una época de crisis ambiental glo-
bal. La huella ecolégica humana ha aumentado de forma tal que afecta a todo
el planeta, siendo dificil de ignorar incluso por los mas escépticos. Urge replan-
tearse nuestra relacion con la naturaleza, y las bases mismas de nuestra sociedad
deben adaptarse a la realidad de un mundo fuertemente humanizado, cuyos li-
mites estdn muy cercanos.

1.4. Los servicios de los ecosistemas fluviales

La estrecha relacion de muchas civilizaciones con los rios es un claro indicador de
que aquellas utilizan algunos de los servicios que éstos ofrecen. Si se olvidan las
complejas conexiones entre estructura y funcionamiento, se puede gestionar in-
adecuadamente los rios y poner en peligro los servicios que los ecosistemas flu-
viales proporcionan a la sociedad de manera gratuita (Anonymous 2005), y de los
que nos beneficiamos inadvertida y vorazmente. Por servicios ecosistémicos se en-
tiende aquellas funciones que desarrollan los ecosistemas y que se traducen en be-
neficios para la calidad de vida de las sociedades humanas. Los servicios pueden
cuantificarse, tanto en cuanto a su eficiencia en relaciéon con un proceso concre-
to, como en cuanto a su coste econémico, que no se imputa normalmente (Cos-
tanza et al. 1997). Aunque esto no es objeto de discusién aqui, sirva como refle-
xion para valorar adecuadamente los beneficios que proporcionan los ecosistemas
fluviales de manera gratuita, asi como las dificultades en evaluarlos (Sabater
2008). Entre los servicios que proporcionan los ecosistemas fluviales (cuadro 1.2)
y que mayor repercusion tienen sobre las sociedades humanas se puede citar la
disponibilidad de agua de calidad, la proteccién ante las perturbaciones o la pro-
duccion de alimentos.
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Disponibilidad de agua

® Produccion de comida y otros bienes (pesca, madera...)

Regulacion del clima

e Regulacion de gases con efecto invernadero (CO,, metano)

Regulacion de perturbaciones (avenidas)

Reciclaje de nutrientes (depuracion de agua)
¢ Tratamiento de materiales (sedimentos, materiales organicos)

e Turismo y cultura

El concepto de servicios de los ecosistemas tiene su paralelo en el de los bienes co-
munes. Por bienes comunes se entienden aquellos cuya propiedad se comparte
entre todos: agua, pastos, pesca... El problema que pueden sufrir los bienes co-
munes es su uso irracional, motivado precisamente por la ausencia de un pro-
pietario claro y por su gratuidad, que promueve su uso intensivo sin preocupa-
cion de sostenibilidad. Es lo que Hardin (1968) denominé la tragedia de los bienes
comunes. Por ello, la eficacia de estos servicios esta directamente relacionada con
el funcionamiento del ecosistema, con su eficiencia y grado de conservacion, y
con la posibilidad que el sistema mantenga su dinamismo espacial y temporal.
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CAPITULO

El rio como ecosistema

SERGI SABATER, JHON CHARLES DONATO, ADONIS GIORGI Y ARTURO ELOSEGI

2.1. Introduccién

El inglés Tansley acuné en 1935 el concepto de ecosistema, que definié como la por-
cion de naturaleza mas pequena capaz de mantener la vida. Sin embargo, hoy en
dia se utiliza este término de forma mas laxa, para hacer referencia a cualquier
parte de la biosfera, sin olvidar que el ecosistema esta constituido por numerosos
elementos, relacionados mediante una serie compleja de flujos de materia y ener-
gia, ademas de bucles interactivos. En la practica, se utilizan dos criterios para de-
finir el ambito fisico de los ecosistemas. Uno es puramente metodologico y define
los limites del ecosistema en cuanto a métodos de trabajo. Asi, se habla de ecosis-
temas acudticos continentales, de ecosistemas marinos y de ecosistemas terrestres.
El segundo criterio esta basado en los flujos de materia. Segun éste, los limites de
los ecosistemas se establecen en funcion de las areas que conforman sistemas mas
cerrados, es decir, que intercambian menos materia con el entorno. En este senti-
do, y refiriéndonos a los ecosistemas fluviales, el ecosistema seria el conjunto de la
cuenca fluvial, ya que los cauces dependen en buena medida de los aportes de ma-
teria (agua, nutrientes, alimentos) de la cuenca. Si bien ésta es la aproximacion
mas rigurosa, que nos recuerda que para entender lo que ocurre en el cauce hay
que mirar a menudo lejos de €l, también es cierto que las técnicas, el nicleo de
este libro, son distintas en los rios y en sus cuencas, y las aproximaciones son es-
pecificas. Por ello, la cuenca sera un aspecto a tener en cuenta en algunas varia-
bles (como la quimica de las aguas), pero el cauce bastara para otros.




Los ecosistemas
consisten en una
comunidad de seres
vivos y un entorno fisico,
mutuamente
interdependientes

Figura 2.1:

Esquema del
funcionamiento ecologico de
un bosque (izquierda), de un
lago (centro) y de un rio
(derecha)
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Los ecosistemas estan constituidos por su componente abiético y por la comuni-
dad de seres vivos, que se adaptan a las caracteristicas ambientales, pero también
las modifican; como cuando los microbios consumen oxigeno hasta llevar algu-
nos rios a estados de anoxia, o los castores cambian de forma drastica la morfo-
logia y el funcionamiento fluvial. Los componentes bioticos y abiéticos interac-
tdan siguiendo patrones complejos. Por ejemplo, en algunos rios, al reducirse el
caudal disminuye la velocidad del agua y se favorece la colonizacién de macrofi-
tas; éstas incrementan la sedimentacion y reducen ain mas la velocidad del agua
llegando a modificar la morfologia del cauce.

Ademats, los ecosistemas presentan un funcionamiento, que en su forma mas sim-
ple se puede describir como un flujo de energia, proveniente en buena medida
del sol, que empuja el reciclaje de materia, como el agua de un rio empuja la rue-
da de un molino. Este esquema general es mas literal de lo que parece (fig. 2.1)
y funciona en todos los ecosistemas (Schlesinger 2000), aunque como veremos en
los capitulos correspondientes, en los rios el reciclado ocurre en espiral, segtin la
materia va siendo arrastrada aguas abajo.

Todos los ecosistemas dependen para su funcionamiento de entradas de energia,
especialmente energia luminica, que las plantas y otros productores primarios
utilizan para sintetizar materia organica a partir de nutrientes inorganicos sim-
ples. La produccion primaria es, por tanto, un paso clave del que depende el pre-
supuesto energético de toda la comunidad biolégica. La principal forma de pro-
duccién primaria es la fotosintesis, aunque hay otras vias (como la nitrificacién o
la oxidacion de hierro reducido) que, en determinadas condiciones, pueden ser

Luz, viento
w Luz, viento
Produccion MO N
VN

Produccién MO Luz, corriente

sefoy ap epiey

Absorcién Descomposicion
de nutrientes

Absorcién de agua y nutrientes

Afloramiento de nutrientes
UQIBIUBWIPAS

Descomposicion

. 27 : Descomposicién
(liberacion de nutrientes) P

(liberacion de nutrientes)

Nota: En todos los casos, los productores primarios utilizan nutrientes inorganicos y luz para sintetizar materia
organica. En el caso del lago y del bosque, ésta va acumulandose en el fondo hasta que es descompuesta, li-
berando nutrientes inorganicos. La energia del viento y de la corriente remueve estos nutrientes en el lago,
poniéndolos a disposicion de los productores. En el caso del rio, todo esto ocurre conforme la materia va sien-
do arrastrada aguas abajo.
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Fuente: Modificado de Giorgi et al. (2005).

importantes. L.a materia organica sintetizada por los productores es utilizada
como fuente de alimento, es decir, fuente de materia y energia, por los hetero-
trofos: los animales consumidores y los microbios descomponedores. Aunque to-
dos los heterétrofos funcionan de forma similar, los microbios suelen tener una
tasa metabolica mucho mas elevada, por lo que a menudo dominan la respiracion
de los ecosistemas, a pesar de su escasa visibilidad.

De esta manera, la energia acumulada por los productores en forma de materia
organica va siendo utilizada por consumidores y descomponedores. La evolucion
ha producido innumerables tipos de heterétrofos, con unas dietas muy variadas,
de forma que la energia se va canalizando a lo largo de complejas redes troficas, de
plantas a herbivoros, de herbivoros a carnivoros, de éstos a supercarnivoros, etc.
A partir de un 100% de energia solar incidente los productores sélo fijan alre-
dedor del 1%, y cada eslabon suele fijar tan s6lo el 10% de la energia que recibe
(fig. 2.2). Sin embargo, al depender los rios en gran medida de los aportes ex-
ternos de materia organica, los organismos que viven en ellos no tienen un con-
trol tan grande como los terrestres sobre sus fuentes de alimentacion, lo que ha
llevado a la proliferaciéon de especies oportunistas, con unas dietas muy flexibles
en funcién de la disponibilidad de alimentos.

La importancia de la energia que circula en forma de materia organica a través de
las redes troficas es evidente. Ademads, hay otro flujo de energia que tiene gran im-
portancia, la energia auxiliar o exosomatica, que favorece una elevada produccién

primaria aunque no sea directamente incorporada a materia organica. En el caso
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Fjemplo de red trofica en un
rio pampeano, donde se
muestra de un modo
simplificado la complejidad
de las interacciones troficas



Los rios son ecosistemas
muy dindmicos y
complejos

CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

de los rios, la principal fuente de energia exosomatica es la turbulencia asociada a
la corriente del agua, que renueva constantemente el entorno de cada organismo,
trayendo nuevos nutrientes y alimentos, y alejando desechos. Como resultado de
esta turbulencia, por ejemplo, las algas de los rios son capaces de crecer con con-
centraciones de nutrientes extremadamente bajas. La corriente, por tanto, es
una de las caracteristicas principales de los ecosistemas fluviales. Facilita la reno-
vacion de nutrientes, pero a la vez impone fuertes restricciones a los organismos,
por lo que ha acabado modelando muchos de sus rasgos vitales.

Todos los ecosistemas cambian con el tiempo, conforme las especies se van suce-
diendo, y a distinta escala, por las perturbaciones ambientales que puedan acon-
tecer. En los rios, las perturbaciones mas frecuentes suelen ser las riadas o aveni-
das, que arrastran gran parte de los organismos dejando zonas libres para los
colonizadores. Las especies fluviales se han adaptado a estos entornos cambian-
tes, desarrollando mecanismos que favorecen la recolonizacion y facilitan una ra-
pida recuperacién de la comunidad tras la perturbacion. Estos cambios sucesio-
nales, similares a los producidos tras la quema de un bosque en un ecosistema
terrestre, ocurren a gran velocidad en los rios, pero estan constrenidos por el he-
cho de que la colonizacién es mucho mas facil aguas abajo que aguas arriba. El
medio fluvial es una red ramificada y alargada de cauces, y en la red de drenaje
de cualquier rio hay muchos arroyos de cabecera, bastantes menos tramos me-
dios y muy pocos tramos bajos. Ello provoca un nimero distinto de cada tipo de
habitat fluvial. Ademas, la dinamica temporal de las comunidades depende de la
conectividad de cada tramo a escala de paisaje; por ejemplo, la recuperacion tras
una perturbacién depende de la extension del tramo afectado, de la existencia o
no de recolonizadores potenciales en las cercanias, y de la movilidad de los mis-
mos a través de la red de drenaje.

2.2. Elrio, sistema dinamico y complejo

Los rios son ecosistemas extremadamente complejos. Tienen numerosos compo-
nentes inicos, especialmente relacionados con la organizacion fisica en el eje ho-
rizontal (Vannote et al. 1980). Las caracteristicas geologicas y el clima son los fac-
tores clave que explican las diferencias entre rios de distintas latitudes y biomas.
Densidad y tipo de vegetacion, meteorizacion y desarrollo de los suelos, pen-
diente de la cuenca y caudal circulante son parametros descriptivos de la cuenca
que dependen de la geologia y del clima (fig. 2.3). En cuanto al sistema fluvial en
su sentido mas estricto, el régimen de caudales, las diferencias en la quimica de
las aguas y en las comunidades biolégicas, asi como el funcionamiento general
del ecosistema, no pueden explicarse si no es a partir de las caracteristicas litolo-
gicas y del clima (Allan y Castillo 2007).
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dindmica fluvial

Fuente: Adaptado de Morisawa (1985).

Todo ello hace del rio un sistema dinamico y complejo. Su complejidad es evi-
dente si observamos su estructura hidrografica, organizada jerarquicamente de
forma que los afluentes confluyen sucesivamente para formar cauces mas y mas
anchos. La estructura del ecosistema fluvial (el cauce, la zona de ribera, la lla-
nura de inundacion, la zona hiporreica; véase fig. 2.4) cambian en tamano y
complejidad como respuesta a la hidrologia, que determina el trabajo cinético
del agua y la distribucion de los sustratos y materiales transportados. El dina-
mismo fluvial se expresa tanto en el espacio como en el tiempo. Espacialmente,
esta heterogeneidad marca la gran diferencia entre tramos de cabecera, y tramos
medios y bajos, con una pendiente decreciente, mayor anchura, profundidad y
caudal.

La gran heterogeneidad espacial de los rios se corresponde con su elevado dina-
mismo temporal. Las variaciones de caudal determinan que las comunidades de
organismos que habitan en época de aguas altas no sean las mismas que se en-
cuentran en situaciones de aguas bajas. La llegada de materiales disueltos y par-
ticulados varia con el tiempo y con las variaciones hidrolégicas y los cambios en
el medio terrestre circundante, al igual como lo hace la disponibilidad de luz. La
composicion de la biota responde a la disponibilidad de materiales (materia or-
ganica y nutrientes disueltos) y de energia (luz, velocidad del agua), con lo cual
varia tanto espacial como temporalmente.

La dinamica fluvial se expresa también en el transporte de las sustancias disueltas
y particuladas. La carga disuelta proviene en su mayor parte del agua de lluvia y
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factores de la cuenca que
determinan la morfologia y
dindmica del sistema fluvial



Figura 2.4:

Esquema de los
compartimentos existentes
en un rio de cabecera e
indicacion de algunas de las
principales interacciones
entre ellos
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Cauce fluvial —»
Entradas laterales

Zona hiporreica

de los iones que ésta disuelve del suelo o por meteorizacion quimica de la roca ma-
dre. La carga particulada corresponde a la erosion y transporte de sedimentos de la
cuenca, y comprende materiales que varian en tamano desde arcillas coloidales has-
ta rocas, y desde hojas hasta troncos. Las concentraciones de los solutos en los rios
cambian con el caudal y con el origen de las aguas que llegan al rio. A medida que
aumenta el caudal, las concentraciones disminuyen, puesto que una proporcién
cada vez mayor del agua proviene de la lluvia, que suele ser pobre en nutrientes.

Uno de los principales elementos del ecosistema fluvial es el cauce. A escala de tra-
mo, el cauce suele presentar gran diversidad de formas, con rapidos y pozas, pre-
sas de materiales organicos, barras de sedimento, etc., que constituyen habitats
donde aparecen comunidades biolégicas diferenciadas. Los organismos que viven
en rapidos necesitan mecanismos de sujecion, disponen de elevadas concentracio-
nes de oxigeno y los materiales (disueltos y particulados) son renovados de mane-
ra continua; los que viven en pozas lo hacen en un medio mucho menos turbu-
lento, pero a menudo deben afrontar bajas concentraciones de oxigeno. El habitat
fisico del cauce determina en buena parte el funcionamiento biolégico fluvial.

Otro elemento esencial del ecosistema fluvial es la zona de ribera y la llanura de
inundacion (fig. 2.4), que suelen quedar cubiertas de agua en periodos de crecida.
La vegetacion de ribera es una interfase entre los ecosistemas terrestres vecinos,
el agua fredtica y el cauce fluvial. La vegetacion de ribera intercepta el paso de se-
dimentos y nutrientes disueltos. En particular, una franja de un metro de ancho
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puede retener hasta el 30% de los nitratos, como consecuencia de su utilizacién
por la vegetacion terrestre y de la desnitrificacion microbiana en el suelo. Ade-
mas, la zona de ribera es un auténtico corredor biologico y una zona de reserva para
la flora y la fauna en los ecosistemas terrestres vecinos, hasta el punto que mas del
60% de las especies de todo el mundo viven en riberas fluviales. La tala, destruc-
cién y modificacion de la vegetacion de ribera, reducen la calidad del habitat flu-
vial y el funcionamiento del ecosistema, tales como el procesado de materia or-
gdnica, la incorporacion de nutrientes, la poblacion de peces, etc.

Ademas del cauce y de las margenes, los ecosistemas fluviales tienen un compo-
nente subterraneo que no se ve, pero que tiene gran importancia: el kiporreos, o
rio inferior. Efectivamente, buena parte del agua que transportan los rios no dis-
curre como agua superficial, sino entre los sedimentos (fig. 2.4), donde adquie-
re particulares caracteristicas que difieren de las superficiales. En el hiporreos
suele haber gradientes marcados en el estado de oxidaciéon-reducciéon de las
aguas, lo que posibilita que ocurran toda una serie de procesos biogeoquimicos
acoplados, como la nitrificacién, desnitrificacion, mineralizacion de materiales
organicos, etc. Estos procesos cobran gran importancia, por ejemplo, en la auto-
depuracion de las aguas, que es especialmente intensa en rios con un hiporreos
bien diferenciado y un habitat fisico complejo.

2.3. La biota de los ecosistemas fluviales

Fuente: Tlustracién de Angel Dominguez Gazpio, publicada en Rios de Bizkaia por la Diputacién Foral de Biz-
kaia (2002). Reproducida con autorizacion.
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la llanura de inundacion
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esenciales de los
ecosistemas fluviales

Figura 2.5:

Esquema de la biota tipica
en un rio ibérico.
Organismos de aguas
rapidas (izquierda) y de
aguas lentas (derecha)



Los microorganismos,
planctonicos o
bentdnicos, tienen gran
importancia en el
funcionamiento

de los rios

CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL
2.3.1. MICROORGANISMOS: BACTERIAS, HONGOS Y ALGAS

Los microorganismos, fundamentalmente algas, bacterias, hongos y protozoos,
son muy abundantes y de gran importancia en todo tipo de rios. En pequenos
arroyos forman el biofilm, un amalgamado complejo de organismos imbuidos en
una matriz de mucilago, que recubre el lecho del rio. En rios mas profundos y
lentos se desarrolla una comunidad analoga en la columna de agua (plancton). Las
comunidades microbianas tienen gran importancia en la dindmica de sustancias
disueltas, tanto nutrientes inorganicos como materia organica.

Las bacterias se encuentran tanto en la columna de agua como formando parte del
biofilm. La biomasa bacteriana puede llegar a representar hasta un 10% de la bio-
masa microbiana del biofilm, pero es muy variable en funcion de los sustratos a los
que se adhiere. En los rios mas lentos se desarrolla una comunidad plancténica
bacteriana en intima relacion con las particulas que transporta el sistema. Los hon-
gos acuaticos (en particular los hifomicetos) crecen preferiblemente sobre los sus-
tratos organicos (hojas, ramas), pero también sobre sustratos inorganicos del lecho
del rio. Estos organismos forman filamentos (hifas) y se reproducen mediante la
producciéon de esporas. En rios forestados, los hongos abundan especialmente
cuando la hojarasca se deposita en el lecho, normalmente en otono. Las bacterias
y los hongos realizan la crucial funcién del reciclaje y reutilizaciéon del material or-
ganico que entra en el ecosistema, tanto el derivado de los productores primarios,
como de la hojarasca, ramas y madera. Estos microorganismos sintetizan enzimas
que son capaces de descomponer las moléculas organicas complejas y de gran ta-
mano, para asi incorporarlas a su organismo como fuente de nutrientes. En gene-
ral, los hongos tienen una mayor capacidad para la descomposicion de material ve-
getal complejo como la celulosa y la lignina, mientras que las bacterias muestran
una mayor capacidad para descomponer polisacaridos y péptidos.

Las algas son microorganismos capaces de realizar la fotosintesis, usando para
ello los nutrientes inorganicos disueltos en el agua y la energia de la luz solar. La
mayoria de sustratos inundados a los que llega la luz (sedimentos, arenas, cantos
rodados e incluso plantas acudticas) acaban recubiertos por una cubierta algal,
generalmente de pequeno grosor y coloracion variable segin la composiciéon ma-
yoritaria de la comunidad. Las algas del biofilm, debido a su rapido crecimiento
y ubicuidad, son las principales responsables de la produccion primaria en rios
poco profundos. En cuanto a los sistemas fluviales tropicales, la composicion y di-
namica de los productores primarios suele venir controlada por las variaciones en
el caudal (fig. 2.6).

Los productores primarios suspendidos en la columna de agua constituyen el
fitoplancton. Incluyen algas, protozoos y cianobacterias. La contribucién del fito-
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plancton a la produccién primaria adquiere un papel predominante en los tra-
mos bajos de los rios, donde la disponibilidad de nutrientes, luz, baja pendiente
y velocidad reducida favorecen su crecimiento. Sin embargo, en cursos fluviales

altos, el agua discurre excesivamente rapida para permitir el desarrollo de orga-
nismos plancténicos.

2.3.2. PRODUCTORES PRIMARIOS DE MAYORES DIMENSIONES: MACROFITOS

Con la denominacién de macréfitos se incluyen algas de grandes dimensiones
como los filamentos de Cladophora, plantas vasculares como el lirio de agua, li-
quenes acuaticos, musgos y hepaticas. Las plantas vasculares se desarrollan en
aguas poco turbulentas, ya que necesitan sustratos blandos en los que enraizar.
Se encuentran macrofitos en pequenos rios, tramos medios de grandes cursos de
agua, y en las margenes y zonas estancadas de las partes bajas. Los musgos tienen
una distribucién mucho mas restringida, limitada a climas frios y tramos som-
brios de cabecera. Muy a menudo, las comunidades de macrofitos constituyen
auténticas areas de refugio para organismos de pequenas dimensiones, ya que
proporcionan un habitat estable y protegido. Algunos, simplemente quedan ad-
heridos a sus paredes (epifitos), mientras que otros se desarrollan al amparo de
la masa macrofitica. Los macrofitos, por sus dimensiones y estructura, son capa-
ces de interceptar y cambiar las condiciones locales de flujo, con lo que modifi-
can las condiciones del habitat fluvial. En condiciones adecuadas de iluminacién
puede desarrollarse gran diversidad de plantas vasculares, algunas sumergidas,
otras emergentes y aun otras flotantes.
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Figura 2.6:

Variaciones diarias y
mensuales en el biovolumen
de la comunidad de
diatomeas bentonicas de un
rio tropical andino y su
respuesta al caudal

En aguas lentas los
macrofitos estructuran
el habitat fluvial



Los invertebrados
constituyen uno de los
grupos de organismos
fluviales mas diversos.

Se distinguen dos
categorias, en funcion

del tamafo: meiofauna y
macroinvertebrados

Por su papel como
consumidores, los peces
tienen gran influencia en

las redes alimentarias

CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL
2.3.3. INVERTEBRADOS

Los invertebrados fluviales se agrupan por conveniencia en dos categorias, en
funcion de su tamano: meiofauna y macroinvertebrados. La meiofauna es un com-
ponente poco conocido en el que abundan algunos crustaceos, rotiferos, tardi-
grados y estadios menores de organismos superficiales. Tiene un relevante papel
en el procesamiento del material fino y de los sedimentos. Los macroinvertebrados
son los principales consumidores de materia organica particulada. Se trata de
uno de los grupos mas diversos y mejor estudiados de los sistemas acudticos que
aparecen en gran abundancia en todo tipo de rios. Desde la cabecera hasta la de-
sembocadura, los cambios en el rio ofrecen multiples habitats a los invertebrados.
A pequena escala, la secuencia de rapidos y remansos ofrece un complejo de es-
pacios que acogen a muy diversos grupos biologicos como crustdceos (anfipodos
y cangrejos), moluscos (caracoles y bivalvos) y larvas de insectos (dipteros, he-
mipteros, homoépteros y coléopteros). Los lechos cubiertos de gravas, cantos ro-
dados y piedras albergan la mayor variedad de grupos. En cambio, las areas don-
de se acumulan particulas de menor tamano (arenas, limos) son poco estables y
la difusién de oxigeno es mas limitada. Otras especies viven y se alimentan de la
madera en descomposicién, especialmente en las cabeceras de rios forestados.
Los musgos y los macroéfitos pueden ser también un buen sustrato en el cual vivir,
tanto en su superficie como en su interior, excavando pequenas galerias.

Esta diversidad, en cuanto a ocupacion de espacios, concuerda con las variadas es-
trategias de aprovechamiento de los recursos. Los macroinvertebrados responden
a diferentes estrategias alimentarias. Pueden alimentarse de detritus organicos
como hojarasca, de biofilm que crece sobre las piedras, asi como de otros ani-
males. La disponibilidad de alimentos depende del tamano del rio, del tipo de
sustrato o de la existencia del bosque de ribera. En los rios bien iluminados pro-
liferan los productores primarios y, en consecuencia, abundan los ramoneadores.
En arroyos forestados, la hojarasca puede ser la principal fuente de alimento. Las
hojas que caen al rio se colonizan de microorganismos (bacterias y hongos espe-
cialmente), que aumentan el valor nutritivo de éstas. Esos materiales son consu-
midos por invertebrados fragmentadores como crustaceos o insectos, de manera
sucesiva hasta casi su completa eliminacion.

2.3.4. PECES

Los peces son organismos altamente diversificados. Hay especies alguivoras (con-
sumen algas), detritivoras (consumen materia organica como hojarasca), insecti-
voras (consumen insectos), planctéfagas (consumen plancton) y piscivoras (con-
sumen otros peces), por citar algunas de las estrategias troficas mas comunes. En
grandes rios tropicales incluso hay especies frugivoras, que explotan el bosque de
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ribera en época de inundacion. Los peces ocupan desde la columna de agua has-
ta el fondo de los sistemas, pescan al acecho o contracorriente... Esta gran diver-
sidad les capacita para ocupar multiples espacios. La presencia y abundancia de
peces, e incluso su tamano (el pez mayor consume mads y mas activamente), pue-
de causar importantes efectos sobre otros niveles tréficos, y finalmente sobre el
funcionamiento del ecosistema. Por ejemplo, la existencia de peces insectivoros
que depreden sobre libélulas u otras larvas de insectos grandes favorece el creci-
miento de macroinvertebrados de menor tamano que, al ser mds abundantes, in-
ciden mas acusadamente sobre los productores primarios del sistema. Se trata de
lo que se denomina cascada trdfica, es decir, el efecto encadenado que producen
unos niveles tréficos sobre otros. En este caso, el control se ejerce de arriba hacia
bajo (top-down), y los peces son los que mas incidencia pueden tener. Algunos
efectos son poco conocidos, aunque revistan gran relevancia. En un reciente ex-
perimento en un sistema tropical, se ha descrito que la retirada de peces detriti-
voros causo el decremento de la materia organica transportada rio abajo, asi
como el incremento de la produccién primaria y de la respiracion.

Los peces son muy sensibles a las perturbaciones. La detraccion de caudales com-
promete la supervivencia de muchas especies, ya que favorece el incremento de la
concentracion de nutrientes, el calentamiento de las aguas y las oscilaciones de
oxigeno asociadas a crecimientos de productores primarios. La simplificacion
de los habitats también redunda en su perjuicio, ya que numerosas especies re-
quieren zonas de refugio, zonas de freza y otras areas diferenciadas de alimen-
tacion. La simplificacion de la zona litoral, la eliminacién de meandros o de la-
gunas conectadas hidrolégicamente con los cauces principales, etc., causan el
empobrecimiento de la comunidad piscicola. Finalmente, la interconexiéon de
cuencas favorece el que las especies mas resistentes prosperen y las mds especia-
lizadas (muchas de ellas endémicas) sean arrinconadas y lleguen a desaparecer.

2.4. Ensamblar los componentes: funcionamiento
de los ecosistemas fluviales

Los componentes fisicos, quimicos, hidrolégicos y biol6gicos antes descritos se
ensamblan a muy diversas escalas, y las interacciones entre componentes regulan
el funcionamiento del ecosistema fluvial, que puede ser muy complejo. Los re-
cursos alimentarios cambian con el tipo de rio, pero también a lo largo del ano,
y con eventos mas o menos impredecibles como las riadas. La comunidad biética
responde a esos cambios, proliferando las especies cuyos recursos son mas abun-
dantes en un momento determinado y, en consecuencia, reduciendo la disponi-
bilidad de esos recursos. Sin embargo, las poblaciones no pueden cambiar tan ra-
pido como sus recursos, dadas las limitaciones impuestas por el ciclo de vida de
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muchos organismos, por lo que a menudo la comunidad refleja mas el pasado re-
ciente que las condiciones presentes en un rio. A modo de ejemplo, los arroyos
bajo bosque caducifolio reciben una gran cantidad de hojarasca en otono, lo que
favorece a la comunidad biolégica descomponedora (bacterias, hongos) y detri-
tivora (meiofauna y macrofauna), a no ser que el otono sea muy lluvioso y el rio
arrastre la hojarasca aguas abajo. En esta época, ademas, la ausencia de hojas en
los arboles permite una mayor insolacién, lo que favorece a los productores pri-
marios. Si el caudal se mantiene bajo, las interacciones entre especies determina-
ran en buena medida la composiciéon de la comunidad, mientras que si hay ria-
das frecuentes, la comunidad estard dominada por las especies con mayor
capacidad de recolonizacién, importando menos sus preferencias alimentarias.
Asi, pues, distintos tramos del rio, en distintas épocas del ano, o en anos distin-
tos, pueden tener una dindmica muy diferente.

Una de las formas mas sencillas de evaluar de forma integral el funcionamiento
de un ecosistema es midiendo su metabolismo. Se denomina metabolismo fluvial a
la expresion conjunta en términos de balance de oxigeno, de carbono o de bio-
masa, de distintos compartimentos (biofilm, consumidores, etc.) o del conjunto
del ecosistema. Este se puede estimar mediante cimaras de incubacién en las que
se mide la variaciéon de oxigeno o de carbono, y hay también métodos que per-
miten estimar el metabolismo en todo un tramo fluvial, aunque requieren asun-
ciones y aproximaciones mas complejas.

El analisis de las interacciones troficas se basa en el estudio de los tractos intestina-
les en animales y, mas recientemente, el uso de los is6topos estables como traza-
dores. Estas aproximaciones permiten estudiar la dindmica tréfica del sistema y
determinar las tasas de transferencia entre los distintos componentes. Para tal fin
se deben determinar las variaciones isotopicas de los is6topos estables (por ejem-
plo, C frente a *C) en los distintos compartimentos de la red tréfica (biofilm,
meiofauna, macroinvertebrados) y en los materiales particulados (hojarasca, ra-
mas, material fino) que caracterizan el tramo fluvial.

Los rios deben estudiarse considerando una perspectiva de cuatro dimensiones,
en la que a la dimension longitudinal (desde las cabeceras hasta la desemboca-
dura) deben sumarsele los movimientos laterales y verticales de agua, materiales,
energia y organismos, y la dimensién temporal, resultante de los cambios am-
bientales, estacionales o no. En el eje fluvial se produce una sucesién continua de
cambios desde la cabecera hacia la desembocadura, como hemos descrito ante-
riormente. La mayor cantidad de materia organica proveniente de la ribera en
zonas de cabecera favorece la presencia de organismos fragmentadores y el pre-
dominio de procesos heterotréficos. A medida que el orden del rio aumenta se
reduce el material aportado desde la ribera y aumenta la disponibilidad de luz, lo
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que posibilita una mayor cantidad de productores y un predominio de los ramo-
neadores. En estos tramos los procesos autotréficos pueden ser tan intensos o
mas que los heterotroficos. A estas tendencias halladas en el eje fluvial hay que su-
marles las que ocurren en el eje horizontal (llanura aluvial) y el vertical (hipo-
rreos), especialmente en rios con llanuras aluviales y una zona hiporreica bien
desarrollada. En grandes rios de llanuras aluviales, el pulso de inundacion deter-
mina que en determinadas épocas las especies acuaticas exploten los recursos
acumulados durante meses en las llanuras de inundacién. Esto incide en la dina-
mica, en la productividad y en la diversidad que soporta la zona de transicion
acuatica-terrestre (Junk et al. 1989). Los rios de orden menor también son im-
portantes en el aporte de carbono a la llanura aluvial (Thorp y Delong 1994).

2.5. Los problemas que afrontan los sistemas acuaticos
continentales

Los ecosistemas fluviales se ven afectados por numerosas perturbaciones natura-
les, tanto hidrolégicas (sequias, avenidas) como fisicas (aludes, fuegos), respon-
diendo con un marcado dinamismo (Margalef 1983). Sin embargo, algunas per-
turbaciones, sobre todo de origen humano, son permanentes y acaban afectando
de manera irreversible a los ecosistemas fluviales. Earle B. Phelps, un ingeniero
dedicado al saneamiento de los rios, sostenia en 1944: «Un rio es algo mas que
un accidente geografico, una linea en un mapa, o una parte fija del terreno. No
puede considerarsele solamente desde el punto de vista geologico y topografico.
Un rio es algo con vida propia, con energia, con movimiento. Algo cambiante».

Muchos rios estan regulados mediante embalses para hacer posible el consumo
doméstico, agricola e industrial, para generar energia hidroeléctrica y para lami-
nar inundaciones. Actualmente un 15% de los caudales mundiales se retiene en
45 000 grandes embalses y un 52% de la superficie de los grandes rios estd modi-
ficada por canales, represas, etc. En la peninsula Ibérica existen mds de mil gran-
des embalses, trescientos de los cuales tienen capacidad de mds de 10 hm® (Saba-
ter et al. 2008). Rios de la cuenca mediterranea como el Jucar y el Segura llegan
completamente secos al mar. En rios americanos se han citado fenémenos de in-
cremento del material transportado, que producen una rapida colmatacion de
embalses. Los efectos del cambio climdtico (aumento de temperatura e irregulari-
dad de precipitaciones; IPCC 2007) reforzaran, sin duda, la presién para construir
embalses.

Las presas de los embalses rompen la conectividad longitudinal del rio, forman
barreras para el movimiento de los peces e impiden la migracion de especies
como los salménidos. Con ello se producen importantes pérdidas econémicas en
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biodiversidad, y sufren muchas culturas nativas y regionales. Ademas, los embal-
ses afectan al régimen térmico y la calidad del agua en el rio. La mayoria de las
presas desembalsan agua del fondo del embalse, que en verano es mas fria y en
invierno mas caliente que el agua del rio, con lo que se reduce la amplitud de los
cambios de temperatura diarios y estacionales. Las especies vegetales y animales
que viven aguas abajo del embalse, adaptadas como estaban al régimen térmico
natural, ven afectada su supervivencia, desarrollo y reproduccion. Por si eso fue-
ra poco, el agua de fondo del embalse a menudo tiene poco oxigeno y muchos
metales y fosforo, lo que contribuye al estrés quimico.

A estas alteraciones hidrologicas hay que anadirles el impacto de actividades agro-
pecuarias, o de la eliminacién de zonas de humedales y meandros a favor del de-
sarrollo de nuevas areas cultivables y urbanizaciones. El exceso de nutrientes o la
continua aparicion de productos quimicos pueden causar efectos perniciosos en
el ecosistema fluvial, ya que muchos organismos fluviales se encuentran adaptados
a bajas concentraciones de nutrientes (a un optimo de pobreza). El exceso de nu-
trientes produce un fenémeno bien conocido que se denomina eutrofizacion. En
estas condiciones, el rio disminuye la eficiencia en la captacion de nutrientes, se
satura y pierde gran parte de su capacidad de autodepuracion. En estos sistemas,
aumenta la biomasa de algas y macrofitos, y los niveles nocturnos de oxigeno
caen, a menudo, hasta valores letales para peces y otros animales. El impacto que
causan los nutrientes también esta relacionado con sus proporciones relativas.

Ademas de los nutrientes, los rios reciben una enorme cantidad de sustancias de
naturaleza muy variada, incluyendo compuestos de elevada toxicidad y persisten-
cia. Entre éstos se cuentan pesticidas, disolventes, derivados de los hidrocarburos,
fenoles o metales pesados. Todos estos compuestos causan impactos en los eco-
sistemas fluviales, maxime cuando se bioacumulan a través de la red alimentaria.
Los residuos agricolas y ganaderos (fertilizantes, pesticidas) habitualmente llegan
a los rios de manera difusa, mientras que las aguas residuales urbanas e industria-
les generalmente se producen de forma puntual, es decir, a través de colectores.

Todas estas afecciones comprometen la salud de los rios, reduciendo la biodiver-
sidad de los organismos que en ellos habitan. Entre los mas afectados se encuen-
tran los peces, de los que se considera que existen 35 000 especies, y se describen
cien nuevas especies cada ano. Otros vertebrados como anfibios, reptiles y aves se
relacionan con lagunas, humedales y rios, principalmente en periodos de nidifi-
cacion y cria. Muchos de los hdbitats utilizados para estas funciones han desapa-
recido por los cambios producidos en la ribera y llanura aluvial, y por el dragado
de los cursos de agua. Esto ha producido una gran fragmentacion de habitats y
una dramatica reduccién de las zonas de reproduccion de muchas especies. Efec-
tos semejantes se han citado para la fauna de invertebrados, sin duda mas diver-
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sa que la de peces, ya que se le supone, al menos, un orden de magnitud mayor.
La mayoria de los estudios s6lo examinan los invertebrados mds abundantes,
aunque en un estudio realizado en un pequeno arroyo de Alemania se encon-
traron mas de mil especies de invertebrados. En cuanto a las algas microscopi-
cas, el nimero de especies en algunos rios llega hasta el medio millar. Otros orga-
nismos microscopicos, como los integrantes de la meiofauna, suelen ser muy
diversos pero poco estudiados.
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CAPITULO

El marco fisico: la cuenca

JESUS POZO Y ARTURO ELOSEGI

3.1. Introduccion

Los rios aparecen como cursos de agua con limites netos respecto a su entorno.
Ello podria causar la erronea impresiéon de que entre agua y tierra no existe vincu-
lo alguno. Nada mas lejos de la realidad. Los sistemas acuaticos tienen estrechas
relaciones con el medio terrestre que les rodea, pero también con el aire. El agua
que circula esta en transito, proviene del lavado superficial de los suelos o de la ali-
mentaciéon desde el acuifero subterraneo. Pero también en esos lugares esta en
transito. El agua se mueve de un lugar a otro y de un estado a otro a través del ci-
clo hidrolégico (fig. 3.1). En su transcurrir impregna y se impregna de otros ele-
mentos, interfiriendo con factores y procesos fisicos, quimicos y biolégicos.

El transito por el medio terrestre se produce en las cuencas de drenaje, cada una
de las partes del territorio que conduce sus aguas a un rio, a un lago o al mar, aun-
que hay excepciones. Asi, en regiones aridas hay cuencas arreicas, es decir, que
no poseen rios. En otras regiones se encuentran cuencas endorreicas, donde el

agua llega tan s6lo por la lluvia y se pierde por infiltraciéon o evaporacion.

Los limites de una cuenca vienen marcados por las divisorias de agua impuestas
por el relieve, lineas que unen entre si los puntos de maxima cota del territorio y
dividen las aguas conduciéndolas a rios diferentes. Aunque hay cuencas de todos
los tamanos, desde unas cuantas hectareas a miles de kilémetros cuadrados, los
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Figura 3.1:
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estores estan interesados especialmente en cuencas de gran tamano, constitui-
b
das por otras mas pequenas, formando un sistema jerarquico (fig. 3.2).

La confluencia de cursos de agua cada vez de mayor entidad constituye la red de
drenaje de la cuenca, a partir de la cual se han establecido sistemas de clasificacion,
como el de orden de rio. Segun la jerarquia establecida por Strahler (1964), los
cursos que no reciben tributarios tienen asignado el orden 1; cuando confluyen

Figura 3.2:
Cuenca hidrografica

Nota: Se senala el orden de rio, segin Strahler (1964), en varios segmentos fluviales.
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dos arroyos de orden 1 forman uno de orden 2; cuando lo hacen dos de orden 2

forman otro de orden 3, y asi sucesivamente. La confluencia de dos rios de dife-

rente orden genera un curso que mantiene el orden del mayor de los confluentes.

La abundancia de precipitaciones, unida a un tipo de sustrato geologico poco per-

meable y dificilmente erosionable, conduce a redes de drenaje muy densas, en las

que la mayor parte de los rios son de pequeno orden (Cushing y Allan 2001). Por

el contrario, en zonas donde la precipitacion es escasa y la percolacion esta facili-

tada, el nimero de cursos fluviales es bajo. En definitiva, se pueden distinguir di-

ferentes modelos de red de drenaje, tanto por su forma como por su densidad de

cauces (dendritica, paralela, radial... Véase, por ejemplo, Gordon et al. 1992).

El paisaje de una cuenca suele aparecer como un mosaico de manchas de tama-

noy color diversos, fruto de los usos a los que se destina el territorio. Las que ofre-

cen una imagen mads uniforme son aquellas que menos han sufrido la influencia

del hombre, mostrando esencialmente el tipo de vegetacion dominante en equi-

librio con el clima de la region.

3.2. Factores, procesos y causas de variabilidad en la cuenca

La estructuray el funcionamiento de la cuenca son reflejo de un conjunto amplio

de factores y procesos geologicos, topograficos, climaticos y bioticos. Su descrip-

cién forma lo que Heathcote (1998) denomina inventario de la cuenca (cuadros

3.1y3.2).
_— o Cuadro 3.1:
Factor Significado o repercusion
Factores de cuenca que
Clima Disponibilidad de agua y tipo de vegetacion, escorrentia, erosion y tienen especial relevancia
modelado del paisaje sobre los ecosistemas
Geologia La litologia determina el tipo de suelo y la composicion quimica del fluviales
agua. La estructura (fallas, pliegues, ...) condiciona la distribucion del
agua (superficial, subterranea)
Vegetacion Junto con el substrato y el clima definen el tipo de suelo. Depende de,
e influye en, la cantidad de agua. Estabiliza las margenes, favorece la
diversidad de habitats y alimenta a los rios con materia organica
Caudal El régimen hidrolégico y la diversidad hidraulica influyen sobre las
comunidades acuaticas
Agua Contribuye al mantenimiento de un caudal basal. La pérdida y la
subterranea contaminacion de los acuiferos son los problemas mas graves del agua
Estética y La estética de una cuenca puede producir impactos econémicos por su
caracteristicas pérdida de interés para el turismo o la recreacion. También son
singulares importantes aspectos singulares, como elementos geol6gicos o historicos

Sistemas sociales
y econémicos

Son parte integrante del ecosistema cuenca, que afectan a la salud de
los rios. Comprenden acciones econémicas y actitudes a la hora de
gestionar la cuenca
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Caracteristicas Significado o repercusio

Caudal fluvial Es importante tanto la diversidad hidraulica dentro del cauce
como la estabilidad de los patrones hidrologicos

Agua subterranea Contribuye al mantenimiento del caudal basal. La pérdida
y la contaminacion de los acuiferos son los problemas mads
graves del agua

Temperatura del agua Determina la distribucion de los organismos. Muy variable,
tanto en el espacio (por ejemplo, cobertura riparia), como en
el tiempo (variacion nictemeral, estacional...)

Oxigeno disuelto Uno de los factores mds importantes para los organismos
Carga de materiales La conductividad, la dureza y la alcalinidad aumentan, a la vez
inorganicos disueltos que su inercia quimica, a medida que lo hace el area drenada
pH Refleja el tipo de sustrato geologico y la actividad biologica.

Aumenta cuando las tasas fotosintéticas son altas y disminuye
en condiciones de intensa descomposicion

Nutrientes Elementos esenciales para los organismos. Muchas actividades
humanas son fuente de nutrientes (eutrofizacion cultural).
En cuencas de vegetacion tupida, el fésforo limita mas que el
nitréogeno

Sélidos en suspension Provienen de la erosion, restos orgdnicos de origen muy
diverso y plancton. Afectan a los organismos, alteran sus
habitats y limitan el uso del agua para diversos fines

Materia organica Condicionada por las entradas desde zonas riparias, la
produccion en el cauce y el transporte. Las alteraciones de la
cuenca pueden cambiar su origen, composicion y abundancia

Toxicos Metales pesados y otras sustancias toxicas usados por el
hombre se acumulan en las aguas y en los organismos

Productores primarios Macrdéfitos y perifiton estan condicionados por la luz,
velocidad de la corriente, nutrientes y sustrato

Los macroinvertebrados tienen un papel en la transferencia
de energia y son indicadores de la salud del sistema acuatico.
Su distribucion refleja cambios de las fuentes de alimento
disponible. Entre los vertebrados, los peces tienen
repercusion economica y recreativa. La distribucion de sus
comunidades a lo largo del rio esta influida por la
temperatura, el oxigeno disuelto y la velocidad de la
corriente

Animales

Agentes patégenos Muchos organismos pueden afectar a la salud humana (virus,
bacterias y parasitos). Provienen particularmente de aguas no
tratadas. Sus niveles en las aguas son muy variables y dificiles
de correlacionar con otros indicadores biologicos

Para poder discernir la potencialidad de funciones o usos de los recursos hidri-
cos dentro de una cuenca es necesario evaluar la situacion en la que se encuen-
tran, y los impactos de las actividades humanas actuales o previstas. Todo ello pasa
por un entendimiento de los factores y procesos que gobiernan los sistemas flu-
viales, asi como de las causas de su variabilidad, tanto naturales como en res-
puesta a las perturbaciones (Allan y Castillo 2007).
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3.3. Alteraciones de las relaciones tierra-agua

La mayoria de las aguas corrientes dista mucho de encontrarse en situacion
pristina, por lo que los procesos que ocurren en los cauces estan condicionados
por las modificaciones que introduce el hombre en la cuenca. Como es obvio,
el grado de alteracion depende del nivel de actividad humana a través de accio-
nes ligadas a la agricultura, la ganaderia, la explotacion forestal y, sobre todo, al
desarrollo urbano e industrial. Estas dedicaciones del territorio modifican las
caracteristicas fisicas y quimicas, tanto de los cauces como de las aguas, influ-
yendo fuertemente en la biota y en el funcionamiento de los sistemas fluviales
(cuadro 3.3). Las perturbaciones generadas en las zonas altas de la cuenca pue-
den repercutir rio abajo, lo que recalca la idea de la cuenca como un sistema in-
tegral, y la necesidad de estudiar el rio en el marco de su cuenca (Hynes 1975).

Actuaciones como el aprovechamiento forestal, los prados y los cultivos pueden
incidir en la naturaleza de los aportes de hojarasca a los rios y en el destino de és-
tos (procesado, almacenaje o transporte rio abajo). Asimismo, se traducen en
cambios de los patrones hidrologicos o de la carga de sedimentos. La descarga de
contaminantes, por su parte, provoca modificaciones en la calidad del aguay, en
general, en la biodiversidad, una vez superado el umbral de lo que los ecosiste-
mas fluviales son capaces de procesar. Las aguas residuales, en concreto, contie-
nen un elevado contenido de materia putrescible (contaminacién organica) cuya

mineralizacién conlleva un fuerte consumo de oxigeno, originando en algunos

Actividad Efecto
Empleo de fertilizantes Eutrofizacion
Fuego y pastoreo Erosion, aumento de sedimentos

Residuos ganaderos y agricolas  Elevada demanda de oxigeno
Construccion de pistas Aumento de material en suspension tras las lluvias

Tala y extraccion de madera Cambios en escorrentia, solidos en suspension, luz
incidente, temperatura del agua, nutrientes, entradas
de hojarasca...

Plantaciones forestales Cambios en cantidad y calidad de entradas de hojarasca
y en productividad
Cambio en estructuras retentivas y en disponibilidad
de hdbitats

Vertidos urbanos e industriales ~ Pérdida de calidad del agua y disminucién de la
biodiversidad

Embalses Cambios en los regimenes hidrolégico y térmico,
caracteristicas quimicas y transporte de sedimentos,
y barreras a la dispersion

Canalizaciones Pérdida de habitats

Las actividades humanas
en la cuenca, como la

ganaderfa, la agricultura
y las urbanas, afectan a
los ecosistemas fluviales

Cuadro 3.3:
Actividades humanas
y principales efectos
en la cuenca
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casos problemas de desoxigenacion. Estas alteraciones se alejan de lo que debe-
ria ser un uso sostenible de los recursos y hacen incompatible el desarrollo so-
cioeconémico con el mantenimiento de los procesos ecol6gicos.

La explotacion de la cuenca siempre supone alterar la estructura y el funciona-
miento de los ecosistemas que se explotan. La magnitud de los efectos depende
del tipo de gestion. Una consecuencia importante de la existencia de lazos estre-
chos entre cuenca y rio es que cualquier actividad humana acaba afectando al
aguay, por ende, a las comunidades fluviales. El mayor o menor impacto que esas
actividades puedan generar depende de la intensidad y duracion de la perturba-
cién, asi como de la entidad del rio.

Técnica 1. Estudio morfométrico de cuencas

El moldeado y apariencia final de una cuenca de drenaje es consecuencia de un
conjunto de procesos geologicos y biologicos en funcion del tiempo, a los que hay
que anadir, mas recientemente, la influencia humana (por ejemplo, deforesta-
cién, agricultura, introducciéon de especies exoéticas, construcciéon de presas, ur-
banismo, contaminacion, etc.).

Como ha quedado de manifiesto anteriormente, tanto desde el punto de vista de
la gestion como de la investigacion, la cuenca es la unidad fundamental, con in-
dependencia de si se trata de una cuenca elemental con un tinico curso de agua,
o si es una cuenca de gran tamano dentro de la cual quedan incluidas multitud
de subcuencas. En cualquiera de los casos se pueden aplicar metodologias co-
munes para describirlas y compararlas, utilizando la escala conveniente. Tama-
no, sustrato geologico, red de drenaje y usos de suelo de la cuenca son los obje-
tos esenciales sobre los que se aplica la metodologia para describir las cuencas
fluviales. La divisoria topografica define el tamano, el cual, unido a la naturale-
za del sustrato geologico, el clima y la vegetacion, influye sobre la cantidad de
agua y sobre el nimero y entidad de los rios. Alli donde dominan las rocas gra-
niticas, el agua tiende a correr superficialmente, mientras que en zonas calizas
el agua se puede infiltrar y circular subterraneamente, lo que se traduce en una
reduccion de la densidad de drenaje. A su vez, los usos a los que se destina el
territorio de la cuenca y las actividades que en ella se desarrollan repercuten en
el estado ecolégico de sus aguas, que debe ser controlado mediante el analisis
periodico en estaciones de seguimiento distribuidas convenientemente en la red
de drenaje.

La herramienta basica para un analisis morfométrico de cuencas son los mapas,
las fotografias aéreas y las imagenes de satélite. Si se trabaja con pares de foto-
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grafias aéreas con un estereoscopio, se aprecia el relieve de la cuenca. Sin em-
bargo, las fotografias aéreas tienden a deformar la imagen en los bordes, por lo
que no pueden ensamblarse. Cada vez mas se utilizan ortofotografias, en las cua-
les se ha corregido la deformacién y, por tanto, pueden utilizarse sobre una base
cartografica. A partir de estas herramientas se puede determinar, por ejemplo,
la distribucioén y el tipo de vegetacion, que informan sobre las fuentes de ener-
gia de los rios. La disponibilidad de ortofotos es libre en muchas Administracio-
nes Publicas.! También se puede acceder libremente a través de Google Earth,?
aunque la definicién cambia mucho de unas zonas a otras. Las series temporales
de imagenes aéreas permiten realizar seguimientos de los cambios en los usos del
suelo y de los propios cauces.

Las alternativas digitales proporcionan un medio para examinar el territorio con
gran detalle. Con las aplicaciones informaticas adecuadas y mediante ordenador,
la topografia puede quedar reducida a una base de datos digital (Sistemas de In-
formacion Geografica, SIG), a partir de la cual se pueden producir imagenes tri-
dimensionales de cualquier cuenca digitalizada, asi como establecer relaciones
entre variables al presentarlas en capas superpuestas (Longley et al. 2005).

La metodologia que aqui se expone se refiere a algunas variables geomorfomé-
tricas basicas. El lector puede obtener informacién adicional en numerosas fuen-
tes (por ejemplo, Strahler 1964, Romero y Lopez Bermidez 1987, Gordon et al.
1992, Wetzel 2001, Naiman et al. 2005, Stanford 2006).

MATERIAL

— Mapas topograficos de la region a varias escalas. Son adecuados los mapas to-
pograficos de escala 1:25 000 o 1:50 000, del Instituto Geografico Nacional, en
el caso de Espana.

— Mapas geologicos.

— Mapas de vegetacion.

— Series de pares fotograficos aéreos y/u ortofotos y/o imagenes digitales.

— Curvimetro.

— Planimetros o plataforma digital y ordenadores.

— Papel vegetal.

— Tijjeras.

— Balanza de precision.

— Estereoscopios para interpretacion de fotografia aérea.

! En Espana, por ejemplo, existe el Visor SIGPAC, de libre consulta. Mds informacién en www.mapa.es/es/sig/
pags/sigpac/intro.htm
? Véase http://earth.google.com



Figura 3.3:

Trazado del contorno (en
negro) de una cuenca de
drenaje sobre un mapa
topografico

TECNICA 1 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

Nota: Para detalles, véase el texto.
Fuente: Obtenido en www.bizkaia.net.

PROCEDIMIENTO

1.
2.
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Seleccionar un mapa que abarque toda la cuenca.

Dibujar los limites de la cuenca siguiendo las crestas que aparecen en los ma-
pas topograficos. Ir colina abajo y cortar perpendicularmente las curvas de ni-
vel que se encuentran (fig. 3.3).

. Determinar el area de la cuenca con ayuda de un planimetro. Si no se dis-

pone de planimetro se puede seguir alguno de los siguientes métodos: a) su-
perponer un enrejado de superficie de cuadricula conveniente para la esca-
la del mapa y contar el nimero de cuadriculas, determinando el area como
el producto de la superficie de una cuadricula por el nimero de cuadricu-
las contenidas; b) trazar los limites de la cuenca sobre papel vegetal, recor-
tar el area dibujada y pesarla; a continuacién pesar una cuadricula de papel
vegetal de superficie conocida, determinar el area de la cuenca dividiendo
el peso del recorte de la cuenca entre el peso de la cuadricula y multipli-
cando el resultado por la superficie de la cuadricula; alternativamente, se
puede acceder libremente a ciertas aplicaciones y bases de datos de muchas
Administraciones Publicas (por ejemplo, www.idee.es), que permiten calcu-
lar de manera sencilla distancias y areas y que se pueden aplicar a cualquier
superficie del territorio. Se debe tener en cuenta que la diferencia entre
area planimétrica y area real puede ser importante en zonas de fuerte pen-
diente.
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Figura 3.4:

Trazado del contorno

(en magenta) de una cuenca
de drenaje (véase fig. 3.3)
sobre una ortofotografia

Fuente: Ortofotografia obtenida en www.bizkaia.net.

4. Los mapas topograficos aportan cierta informacion sobre los tipos y distri-
buciéon de bosques y otras formaciones vegetales. Comparar esa informa-
cién con los datos que proporcionan los mapas de vegetacion de la zona, si
existen, o sobre la fotografia aérea (fig 3.4), o mediante prospecciones de
campo.
5. Determinar el tamano y darea de diversos usos en la cuenca, distinguiendo en-  Sobre la ortofotografia

tre los diferentes tipos de vegetacion mediante los pares fotograficos y un es- S dglimita la cuenc.ay
los tipos de vegetacion

tereoscopio. Esto permite discernir posibles influencias sobre procesos ecol6- ) o
que interesa distinguir

gicos en los rios. Hay que tener en cuenta que los mapas de vegetacion se
realizan con distintos criterios, que no siempre son acordes con los objetivos
del ec6logo fluvial. A menudo se necesita crear nuevas categorias de vegeta-
cion. Por ejemplo, si para un estudio concreto se considera irrelevante el tipo
de bosque, habria que combinar todos los tipos que aparezcan en el mapa en
s6lo dos categorias: bosque y no bosque.

6. Diferenciar cauces intermitentes y permanentes en la cuenca seleccionada.
Los cursos fluviales aparecen en azul en el mapa, algunos de ellos como li-
neas discontinuas (fig. 3.3), lo que indica que son rios de flujo temporal (s6lo
circula agua en alguna época del ano) o intermitente (alternancia de tramos
con y sin flujo a lo largo de su recorrido). Este tipo de rios es frecuente en
regiones secas o donde el sustrato geologico es muy permeable.

7. Identificar dreas potenciales de aguas subterraneas comparando los mapas to-
pograficos con los geologicos.
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8.

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Determinar el orden de cada uno de los cursos de agua mediante el modelo
de confluencia (fig. 3.2).

Utilizando un curvimetro, medir la longitud maxima de la cuenca, asi como la
del cauce principal y la de todos los cauces de la cuenca, siguiendo la linea del
rio, y comparar las longitudes totales obtenidas sumando los segmentos de
cada orden. Alternativamente usar alguna aplicacién disponible en la red que
permita el calculo de distancias (por ejemplo, la ya mencionada www.idee.es).
Calcular la densidad de drenaje, dividiendo la longitud total de rios entre el
area de la cuenca.

Calcular la razén de bifurcacién, como el namero de segmentos de un orden
dado entre el nimero de segmentos del siguiente orden mayor. Esta razon va-
ria entre 2 y 5 y tiende a aumentar para cuencas alargadas.

Determinar las altitudes mdxima y minima de la cuenca, asi como la del na-
cimiento del rio sobre el mapa topografico. Alternativamente, utilizar alguna
aplicacion para el analisis del relieve, como la disponible en el Ministerio de
Fomento de Espana (www.idee.es), que permite consultar los modelos digi-
tales del terreno (MDT) 1:200 000 y 1:25 000 y obtener altitud maxima, mi-
nima y media de la zona visible, asi como la de cualquier punto sobre el que
se coloque el cursor.

Realizar un grafico del perfil longitudinal del rio principal de la cuenca, des-
de el nacimiento hasta la desembocadura, situando en el eje de ordenadas la
altitud y en el de abscisas la distancia. Utilizar tantos puntos como veces in-
tercepte el rio curvas de nivel en el mapa. Identificar tramos de maximo gra-
diente y zonas aluviales (minima pendiente).

Calcular la razén de relieve, como el cociente de la diferencia de elevacion
entre la boca de la cuenca y el punto mas elevado de la divisoria de aguas y
la maxima longitud de la cuenca. La razén de relieve influye en la densidad
de drenaje y en la pendiente.

Calcular la pendiente media del cauce. Esta es igual a la diferencia de eleva-
cion entre el nacimiento y la desembocadura dividida por la longitud del rio,
y constituye uno de los factores que controlan la velocidad del agua. Muy fre-
cuentemente se expresa en porcentaje (%).
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CAPITULO

El caudal circulante

ARTURO ELOSEGI, ANDREA BUTTURINI Y JOAN ARMENGOL

4.1. Introducciéon

El agua que cae en forma de lluvia, nieve o granizo puede seguir tres caminos:
evaporarse nuevamente, infiltrarse en la tierra, o si la precipitacion excede a la ca-
pacidad de infiltracién, correr por encima del suelo en forma de escorrentia. La
capacidad de infiltracion depende de la estructura y humedad del suelo, pero
también de su pendiente y de la cobertura vegetal. Los suelos arenosos son muy
permeables al agua, mientras que en suelos arcillosos la infiltracion es muy baja.
Asi, una precipitacion reducida apenas moja el suelo, ya que la mayor parte del
agua vuelve a evaporarse, una cantidad algo mayor moja el suelo, pero los rios cer-
canos no cambian su caudal, mientras que un evento de precipitacion muy acen-
tuado provoca una fuerte escorrentia y un aumento del caudal fluvial. De todas
formas, aparte de la cantidad de lluvia también influye su intensidad: a igual can-
tidad de precipitacion, un chaparrén fugaz produce mas escorrentia que una llu-
via fina prolongada, ya que las gotas grandes sellan los poros mas superficiales del
suelo, reduciendo la infiltracion.

Una parte del agua que penetra en el suelo vuelve a la atmosfera mediante la trans-
piracién por la vegetacion, que puede ser muy importante, como demuestra lo ra-
pido que disminuye el caudal de los arroyos cuando los arboles se visten de hojas en
primavera. El resto se movera a través de los poros del suelo, a merced de la capila-
ridad y la gravedad. El agua infiltrada puede atravesar el suelo y la zona vadosa, en
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El caudal de los rios es
alimentado por el agua
de lluvia, ya sea
directamente, por
escorrentfa, o bien por
flujo subterraneo



Figura 4.1:

Esquema hipotético de un
rio arido con la cabecera en
clima hiimedo, que alterna
tramos perennes con otros
intermitentes y temporales,
y tramos ganadores y
perdedores de agua
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la que los poros estan llenos de aire y s6lo hay agua en finas peliculas alrededor de
las particulas, y llegar al nivel fredtico, que marca el limite superior de los acuiferos,
es decir, de los conjuntos rocosos saturados de agua. Si llega mucha agua por infil-
tracion, el nivel freatico sube, y la presion hidrostatica empuja el agua en el acuife-
ro. En las zonas en las que el nivel freatico llega hasta la superficie del suelo encon-
tramos fuentes a través de las cuales se descarga el acuifero a los cauces fluviales. De
esta forma, en épocas en las que no ha llovido, la mayor parte del caudal circulante
por los rios proviene directamente del fredtico. Asi, hay rios o tramos de rio que ga-
nan agua directamente del freatico, mientras que otros la pierden, y los hay que al-
ternan fases de ganadores y perdedores, conforme el nivel freatico sube o baja en
funcion de la climatologia de la region. En zonas aridas, por ejemplo, es comin que
las cabeceras sean zonas mas hiimedas, con lo que los arroyos pueden ser perennes,
mientras que aguas abajo el rio se va convirtiendo primero en intermitente, es de-
cir, con alternancia de tramos con agua y tramos secos, y mas abajo atin temporal,
ya que el agua solo circula en época de fuertes lluvias en las montanas (fig. 4.1).

A una escala mas fina, los patrones de circulacién del agua en los cauces cobran
gran importancia ecolégica. Los cauces fluviales suelen ser sistemas hidrolégicos
altamente heterogéneos y complejos, en los que numerosas estructuras dificul-
tan y alteran el flujo de las aguas rio abajo. El agua retenida de forma transito-
ria en estas estructuras (Zonas de Retencion Transitoria, ZRT) se entretiene duran-
te un tiempo superior al tiempo medio de residencia de Ia masa de agua que se
mueve libremente en el cauce. Desde la perspectiva de la morfologia fluvial, es-
tas estructuras retentivas corresponden a los relieves del lecho fluvial, la sinuosi-
dad del cauce, las balsas y, sobre todo, a los sedimentos hiporreicos. La impor-
tancia de estas zonas de retencion momentanea hidraulica en la dinamica de
nutrientes y los procesos metabdlicos fluviales han impulsado notablemente el
estudio de estos compartimentos hidrolégicos.'

! Para una lista de referencias, véase: http://smig.usgs.gov/SMIG/ transtor_reader2.html
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4.2. El régimen hidrologico

La variabilidad estacional habitual en el caudal de un rio se denomina régimen hi-
drolégico. Como hemos visto, hay rios perennes que nunca se secan, otros tempo-
rales, que se secan practicamente todos los anos, incluso los hay efimeros, que s6lo
llevan agua muy de vez en cuando. Aparte de la presencia o ausencia de agua, su
cantidad puede variar mucho temporalmente, en funcién del origen del agua. Asi,
los rios alimentados por agua subterrdanea tienden a presentar una variabilidad tem-
poral muy reducida; los rios con régimen nival, es decir, alimentados por nieve, sue-
len presentar caudales maximos en primavera o verano, coincidiendo con el des-
hielo; los rios bajo glaciares tienen caudales minimos en invierno, y en verano
presentan grandes fluctuaciones entre el dia (deshielo y crecida) y la noche (me-
nor caudal), etc. Esta clasificaciéon simple raramente es suficiente, y encontramos
en la naturaleza gran variedad de situaciones intermedias, como algunos arroyos
alimentados por acuiferos en los que el caudal puede ser virtualmente constante
durante anos, y que rio abajo se hacen mas variables conforme incorporan afluen-
tes alimentados por agua de lluvia. Ademas, la distribucién de épocas lluviosas y se-
cas durante el ano cambia mucho en funcién del clima. En zonas de clima mariti-
mo es habitual la ausencia de estacion seca, mientras que el clima mediterraneo se
caracteriza por fuertes sequias estivales, lo que produce regimenes hidrograficos y
funcionamientos ecologicos marcadamente diferentes (Sabater et al. 2008).

Igual que el conocer el clima de una regién dice poco del tiempo que hara un
dia, el régimen hidrolégico general de un rio tiene poco que ver con el caudal
que circula en un momento determinado. De vez en cuando se producen tor-
mentas o fuertes chaparrones que producen crecidas en los arroyos. En una cre-
cida, tipicamente se observa un aumento rapido del caudal, y una disminucién
mas lenta conforme el agua de escorrentia va desapareciendo. Los hidrogramas
de tormenta (fig. 4.2) muestran la variacién de caudal durante una crecida y
como circula el agua en la cuenca. En los rios se pueden distinguir dos tipos de
caudal: el caudal basal, que es el que circula cuando hace tiempo que no ha llovido,
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El régimen hidroldgico es
la variabilidad
estacional en el caudal
de un rio. Tiene gran
importancia ecoldgica

Figura 4.2:

Hidrograma de tormenta
idealizado. Una tormenta
produce un evento de lluvia
en una cuenca, y el agua
llega con un retraso
determinado a la estacion
de aforo, donde produce un
aumento rapido del caudal y
una disminucion mas
pausada hasta volver al
caudal basal



Las crecidas en los
arroyos arrastran
organismos y materiales
aguas abajo. En los
grandes rios son mas
predecibles y definen los
cambios estacionales en
el funcionamiento del
ecosistema
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y esta constituido fundamentalmente por agua freatica, y el caudal de tormenta, que
llega directamente por escorrentia en momentos de fuertes lluvias o de fusion de
las nieves. Por supuesto, el caudal circulante en un momento determinado pue-
de ser una combinacion de ambas fuentes.

El papel ecolégico de las crecidas puede ser bastante diferente en arroyos y en
grandes rios. Las cuencas pequenas y pendientes suelen ser muy torrenciales, y
mostrar crecidas repentinas que desaparecen en cuanto cesan las lluvias, mientras
que los grandes rios de llanura suelen tener un ciclo de crecidas mucho mas pre-
decible (fig. 4.3). Los hidrogramas de los grandes rios suelen ser mas complicados
que los de arroyos pequenos, ya que en estos ultimos cuando llueve lo hace en toda
la cuenca que, por tanto, presenta una respuesta mas homogénea. Como conse-
cuencia de ello, el efecto principal de las crecidas en los arroyos es perturbar las co-
munidades, arrastrando organismos y recursos aguas abajo, aunque también son
cruciales para algunas especies, como por ejemplo, para peces que solo pueden
migrar a sus zonas de freza en aguas altas. Por otro lado, en los grandes rios de
llanuras aluviales, éstos tienen un ciclo de expansién y contraccion asociado a su
hidrograma, que es a la vez muy acentuado y predecible, y al que se han adaptado
los ciclos de vida de numerosos organismos. En estos rios, el pulso de nutrientes
que ocurre cada vez que se inunda la llanura aluvial adquiere gran importancia
para muchas especies, como es el caso de peces frugivoros en grandes rios tropi-
cales. En un sentido mas general, gran parte del funcionamiento del ecosistema
esta condicionado por este ciclo de expansion y contracciéon (Junk et al. 1989).

La frecuencia, magnitud, y duracion de las crecidas y sequias, asi como su predeci-
bilidad, constituyen una de las variables ambientales de mayor importancia biologi-
ca en los rios. De hecho, tanto las crecidas como las sequias estan entre las princi-
pales perturbaciones para la biota fluvial, por lo que buena parte de los rasgos vitales
observables en las comunidades de organismos se pueden interpretar como mode-
ladas por este componente del habitat fisico a través de la evoluciéon (Townsend et
al. 1997). Por ejemplo, numerosas especies adaptan sus ciclos vitales al ciclo hidro-
l6gico, evitando que sus fases vitales menos resistentes (por ejemplo, primeros esta-
dios larvarios) coincidan con las épocas de mayor riesgo de perturbacién por aveni-
das (Lytle y Poff 2004). Por otra parte, desde un punto de vista mas aplicado, puede
ser crucial determinar la probabilidad de que un edificio sea inundado en un perio-
do determinado, o la incidencia de las sequias en una region agricola, lo que ha he-
cho que se desarrollen numerosas técnicas estadisticas para analizar el hidrograma,
es decir, la distribucion temporal del caudal de un rio (Knight y Shamseldin 2006).

Por todo lo dicho, el régimen hidrolégico es fundamental a la hora de estructurar
los ecosistemas fluviales, y modela tanto sus comunidades como su funcionamien-

to. Sin embargo, numerosas actividades amenazan con alterar ese régimen. Un gran
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Nota: Obsérvese la mayor torrencialidad del Agtiera, como corresponde a su menor superficie de cuenca (145
frente a 4 622 624 km®) y a su menor longitud (32 frente a 3869 km). Datos cedidos por la Confederacién Hi-
drografica del Norte (Espana) y por la Agencia Nacional del Agua (Brasil).

porcentaje de los rios del mundo estan afectados por grandes embalses, que perju-
dican de manera drastica el régimen hidrolégico aguas abajo (Nilsson et al. 2005).
Los embalses para abastecimiento urbano o agricola detraen gran cantidad de agua,
contrayendo el habitat fluvial y, ademas, eliminan la mayor parte de las crecidas, con
lo que frenan la movilidad de peces y alteran el ciclo biol6gico de otros organismos.
Los embalses para produccion hidroeléctrica alternan grandes crecidas en las ho-
ras de demanda punta de electricidad con sequias repentinas fuera de esas horas,
creando un habitat especialmente dificil. Ademas, las extracciones de agua subte-
rranea han hecho disminuir el nivel freatico en muchas zonas, con lo que rios que
eran ganadores de agua se convierten en perdedores, y en algunos casos llegan a se-
carse. A todas estas presiones hay que anadirles el efecto del cambio climatico, que
amenaza con modificar seriamente el balance hidrico de muchas zonas y cambiar
la torrencialidad en otras. Por si eso fuera poco, en algunas regiones estd aumen-
tando la torrencialidad como consecuencia de la impermeabilizacion de las cuen-
cas por infraestructuras humanas (carreteras, edificaciones, etc.). Todo ello ilustra
claramente el complejo efecto del cambio global sobre los ecosistemas fluviales.
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Figura 4.3:

Caudales diarios durante
2005 de dos rios muy
diferentes: Agiiera, pequeio
rio en la peninsula Ibérica, y
Amazonas en Ob/dos, Brasil,
la mayor estacion de aforo
del mundo



La macro 4.1 permite
calcular algunos
parametros de retencion
hidraulica en base a
adiciones

TECNICA 2 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL
Técnica 2. Retentividad hidraulica

Como hemos mencionado, los patrones de circulacion del agua en los cauces, la
distribucién de sus velocidades y la capacidad del cauce de retener agua tienen
gran importancia ecolégica, tanto en la distribucién de organismos (como se abor-
dara en los capitulos 11 a 15), como en procesos ecolégicos (por ejemplo, reten-
cion de nutrientes, en el capitulo 8). En esta seccion se describe una técnica para
identificar la importancia de las ZRT en un tramo fluvial y los pasos necesarios
para estimar un conjunto de parametros hidrolégicos que permiten cuantificarla.

MATERIAL

— Cinta métrica.

— Estacas o cinta adhesiva y rotulador para marcar los puntos de muestreo.

— Bidon de 20-50 L para preparar la solucion.

— Probeta de 2 L para preparar la solucion.

— Reactivos de adicion: sal comin de cocina (NaCl) o tinta fluorescente (por
ejemplo, fluoresceina).

— Bomba peristaltica con bateria.

— Cronometro.

— Probeta de 25-50 mL para medir el flujo de adicion.

— Conductivimetro; mejor si tiene datalogger.

— Frascos para muestrear agua.

TIPO DE ADICION

La técnica de campo consiste en una adicion controlada de un trazador hidrolo-
gico (un soluto totalmente inerte) en un punto del cauce y en seguir la dinami-
ca temporal de su concentracién en uno o mas puntos aguas abajo. El trazador se
puede verter al rio bien haciendo una adicion en pulso, bien una adicion a flujo cons-
tante durante un determinado periodo. Con ambos tipos de adicién se puede
obtener la informacion requerida, pero en esta secciéon nos centraremos espe-
cialmente en las adiciones a flujo constante, que son idénticas a las que se utili-
zan para estimar la retencion de nutrientes (véase capitulo 8). En cualquier caso,
en el apartado «Procedimiento» también se describen los pasos para ejecutar una
adicién en pulso.

En una adicion a flujo constante, la concentracion de trazador en el rio aumen-
ta gradualmente hasta aproximarse a un valor de equilibrio (meseta). Esto impli-
ca que, si no hay entradas laterales, en todo el tramo de estudio habra la misma
concentracion de trazador. A partir de este momento, la adicién se interrumpe

para poder seguir la caida temporal de la concentraciéon del trazador, hasta que

56



EL CAUDAL CIRCULANTE TECNICA 2

vuelva a los valores basales previos a la adicién. El seguimiento detallado de la
cola de esta curva es fundamental para estimar la ZRT (fig. 4.4).

La grafica de la dindmica temporal del trazador en el punto de observacion tiene
la forma aproximada de un pulso rectangular. El grado de alejamiento de la cur-
va observada respecto de esta forma primaria refleja la influencia de a) la disper-
sién longitudinal (D, en m®s™) del soluto en su transporte aguas abajo, y b) la can-
tidad de soluto que se entretiene de forma transitoria en las de ZRT. Por
comodidad denominaremos a esta grafica la curva de ADRT (adveccion-dispersion y

de retencion transitoria; véase fig. 4.4).

Matematicamente, la curva de ADRT se puede simular mediante un sistema de
dos ecuaciones. Una (ecuacion 4.1) describe la dinamica temporal del soluto que
fluye libremente en el canal y la otra (ecuacion 4.2) fija el soluto retenido transi-
toriamente en la ZRT:

aC aC 9°C,

= —4+D—
ot ox ox”

+k’1(CZRT _Q) (4.1)

a CZRT

By, = hy(= Cppr +C) (4.2)

donde C: concentracion del soluto en el cauce; C,,,: concentracion del soluto en
la ZRT; v: adveccion del agua (m/s); D: dispersion (m?/s); y k, v k,: tasas de in-
tercambio de agua (s™) entre el cauce fluvial y la ZRT; parametros que permiten
cuantificar la retentividad hidraulica.

1.OS TRAZADORES

La eleccion de los trazadores es fundamental para el desarrollo de estos experi-
mentos. Los mas utilizados son el cloruro de sodio (NaCl) y las tintas fluorescen-
tes. El NaCl tiene la ventaja de ser detectado casi al instante mediante un con-
ductivimetro, permitiendo asi estimar rapidamente los parametros hidrologicos
basicos (caudal, velocidad, tiempo de residencia). Sin embargo, tiene la desven-
taja de que se necesita mucha cantidad para las adiciones a flujo constante, re-
sultando inviable en rios con caudales que superen los centenares de litros por
segundo. Por otro lado, las tintas fluorescentes necesitan un fluorimetro de cam-
po (mucho mas caro que el conductivimetro), pero tienen la ventaja de su bajo
limite de deteccion (Kilpatrick y Wilson 1989). Esta condicion es bdsica para tra-
bajar en rios grandes, y es muy importante para poder detectar pequenas ZRT.

Aqui detallaremos el protocolo que hay que seguir para ejecutar una adiciéon de
sal comun. Si se opta por otro tipo de trazador, el protocolo es casi idéntico.
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SELECCION DEL TRAMO

En el punto de adicién es esencial que haya turbulencia, y que el trazador se mez-
cle rapidamente con el agua fluvial. Este requisito es indispensable cuando el tra-
zador es NaCl, porque la densidad del agua de adicion puede ser tan alta que en
lugar de ser arrastrada por la corriente se quede casi inmoévil en el lecho fluvial, in-
validando asi cualquier resultado. La distancia que tiene que recorrer el trazador
para que se mezcle perfectamente con el agua fluvial depende de la turbulencia,
y se puede calcular mediante formulas empiricas (Kilpatrick y Wilson 1989).

Se deben evitar tramos fluviales con evidentes entradas laterales. Si el interés se
centra en las ZRT, es importante integrar un tramo suficientemente largo que las
pueda incluir (del orden de centenares de metros). Obviamente, eso implica que,
aunque técnicamente la adicion dure unas pocas horas, el seguimiento de la cur-
va puede durar mucho mas.

REQUISITOS HIDROLOGICOS

Ademas de los limites impuestos por el caudal y la eleccion del trazador, es im-
portante que el caudal sea estable durante las adiciones, ya que las ecuaciones 4.1
y 4.2 asumen que los flujos de agua entre el cauce y la ZRT estan en equilibrio.
Formalmente esto significa que:

ky Vs =hky Vypr (4.3)
donde Vi:volumen de agua de agua en el cauce; y V,,,- volumen de agua en la ZRT.

Siendo en el tramo de estudio:

Vi =Ag, x (4.4)
Virr = Agpr % (4.5)

donde Ay,,: seccion transversal del agua superficial en el cauce; A, seccion trans-

versal del agua en la ZRT; y x: longitud del tramo de estudio.
De aqui que la ecuacion 4.3 se modifica en:

kl AS k‘z AZRT (4'6)

up =
La ecuacion 4.6 es valida iinicamente si el caudal no varia durante la adiciéon. En

esta ecuacion el Uinico parametro que se conoce es Ag,, (que se obtiene midiendo

u
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el caudal y Ia velocidad de la corriente). La estima indirecta de k&, y k, que se de-
talla a continuacion permite estimar A,y cuantificar asi el tamano de la ZRT.

ELABORACION DE LOS DATOS. ESTIMA DE LOS PARAMETROS DE RETENTIVIDAD

Se pueden utilizar dos aproximaciones metodolégicas para estimar las tasas &, y
k, ambas necesitan tener toda la curva de ADRT.

Una aproximacion consiste en intentar simular las ecuaciones 4.1 y 4.2 hasta
que se ajusten lo mejor posible a los datos reales. El programa OTIS (Runkel y
Chapra 1993), elaborado expresamente con esta finalidad, se puede descargar
gratuitamente desde la pagina web del Servicio Geolégico de Estados Unidos
(http:/ /webserver.cr.usgs.gov/otis/) con toda la informacién necesaria para su
uso. Brevemente, en esta aproximacion el primer paso es ajustar el valor de v, su-
cesivamente el de Dy finalmente se cambia el parametro k, hasta ajustar la cola
de la curva ADRT simulada lo mejor posible a la cola de la curva real.

La segunda aproximacion fue propuesta por Hart (1995). Su ventaja es que per-
mite estimar &,y k&, sin necesitad de ajustar visualmente una curva teérica a los da-
tos empiricos. Este método omite la estima de la dispersion D, que en algunos ca-
sos puede ser muy laboriosa.

Segun Hart, el valor de k, se estima utilizando exclusivamente los datos reales de
la parte final de la cola de la curva ADRT, que se obtienen a partir del tiempo (¢'):

t'>T+x/v (4.7)

donde T: duracion de la adicion (s); x: longitud del tramo de estudio (distancia
entre el punto de seguimiento y el punto de adicién, en m); v: velocidad del agua
en el cauce (m/s; luego x/v es el tiempo de residencia del agua en el tramo de es-
tudio).

Se supone que a partir del tiempo ¢ la presencia del trazador en el agua fluvial se
debe exclusivamente a la entrada de agua proveniente de la ZRT, que sigue lle-
vando un poco de trazador. La relacion entre el logaritmo de las concentraciones
del trazador en el cauce respecto al tiempo ¢" deberia ajustarse a una recta con una
pendiente k,. Si la concentracion del trazador en el tiempo ¢ es nula, k, sera cero.

El valor de k, se estima mediante la ecuacion 4.8, utilizando toda la curva ADRT:

v R
k = —;ln(T) (4.8)



Figura 4.4:

Ejemplo de una curva de
adveccion-dispersion y de
retencion transitoria (ADRT)
obtenida durante una
adicion a flujo constante y
utilizada para estimar los
valores de los parametros
de retentividad (k, k,y Ay
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Nota: En el recuadro se detalla la caida temporal del trazador durante la cola de la curva de ADRT. Para mas
detalles, véase el texto.

T: duracion de la adicion; x: longitud del tramo de estudio; v: velocidad de la corriente; Q: caudal del rio;
1I: area toral de la curva de ADRT; R: porcién del area de la curva ADRT (sombreada) que no ha estado en con-
tacto con la ZRT.

donde I: drea de la curva ADRT (g L.s); R: una porcién del drea I (R< I), que
describe la cantidad de trazador que fluye en el cauce sin haber estado en con-
tacto con la ZRT. El area I'se calcula integrando la curva de ADRT:

I= T cdt (4.9)

=0

El punto critico es estimar la subarea R. Segin Hart, los limites del area R se dife-
rencian de los limites del area /en los puntos en que la curva ADRT presenta cam-
bios de pendiente (fig. 4.4). Si estos cambios de pendiente no se detectan, R =1,y

en consecuencia k, =0.
METODOLOGIA DE CAMPO

Para ejecutar una adicion a flujo constante, una vez elegido el tramo de estudio y de-
terminados los puntos de la adicién y de monitorizacién, hay que seguir estos pasos:

1. Preparar la bomba peristaltica y calcular su flujo mediante un cronémetro y
una probeta graduada.

2. Preparar la soluciéon madre disolviendo la sal en un depésito de unos 10-20 L
de agua del rio.

3. Recoger tres partes alicuotas (20 mL) de la solucién madre y ponerlas en tres
viales de vidrio. Anotar el valor de la conductividad, que tiene que ser de tres
ordenes de magnitud mayor que la conductividad basal del rio.
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4. Poner el tubo de succiéon de la bomba en el depésito con la soluciéon madre
y el de inyeccién en medio del cauce, donde haya turbulencia.

5. Medir la distancia entre el punto de adicion y el de monitorizacion. Esta dis-
tancia (del orden de centenares de metros) depende de las caracteristicas hi-
drolégicas y morfolégicas, tal como se ha detallado anteriormente.

6. Colocar en el punto de monitorizacion un conductivimetro conectado a un
datalogger y recoger unas cuantas muestras de agua.

7. Poner en marcha, simultineamente, la bomba peristéltica, el conductivime-
tro y un cronémetro (se necesitan al menos dos personas).

8. Esperar, en el punto de muestreo a que la conductividad llegue a un valor
constante (meseta). Mientras tanto, ir vigilando que la bomba peristaltica
funcione correctamente.

9. Recoger unas cuantas muestras de agua fluvial en la meseta.

10. Interrumpir la adicién y anotar su duracion.
11. Esperar a que la conductividad en el punto de muestreo vuelva al valor basal
previo a la adicion.

Las muestras recogidas sirven para analizar la concentracién de cloruros, y asi
convertir la curva de conductividad en curva de cloruro y estimar la masa de clo-
ruro vertida al rio.

Técnica 3. Medicion del caudal
Técnica 3a. Medicion mediante adiciones

Las técnicas de dilucion de un soluto inerte en un punto del cauce y el posterior
analisis de su transporte y dispersion rio abajo permiten calcular el caudal y la
velocidad de la corriente de los arroyos. Se pueden utilizar indistintamente las
adiciones a flujo constante y las adiciones en pulso. A continuacion se detallaran
los pasos metodolégicos de una adicién en pulso porque es mucho mas rapida,
simple y econémica. El cdlculo del caudal mediante una adicién a flujo cons-
tante se puede encontrar en Hauer y Lamberti (2006).

En las adiciones en pulso se vierte una solucién con una alta concentracion de
un trazador (NaCl) de forma instantanea en un punto turbulento del cauce. El
trazador se diluira, transportard y dispersara gradualmente aguas abajo. En el
punto de monitorizacion, situado aguas abajo, se registran los cambios de con-
ductividad eléctrica generados por el pulso de trazador. De esta manera se ob-
tiene la grafica de la dinamica temporal del trazador (denominada grafica de
AD), que tiene la forma aproximada de un triangulo. Matematicamente, la cur-
va de AD se puede simular mediante la ecuacién 4.1 de adveccion y dispersion,
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La macro 4.2 permite
calcular el caudal en
funcion de las adiciones
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ilustrada anteriormente (véase la primera ecuacion del sistema en el que se asume
que k,=0).

SELECCION DEL TRAMO

En el punto de la adicién tiene que haber turbulencia para favorecer la mezcla
inmediata entre la solucién y el agua fluvial. Si no se encuentra un punto con es-
tas caracteristicas, se puede agitar enérgicamente el agua fluvial con las manos en
el momento de echar la solucion madre al rio. A diferencia del método de la re-
tentividad hidraulica, es preferible que en el tramo seleccionado no haya zonas
en que el agua se pueda almacenar de forma transitoria. De aqui la preferencia
por tramos cortos (de unas decenas de metros) y sin entradas laterales (Kilpatrick
y Wilson 1989).

ELABORACION DE LOS DATOS. ESTIMA DEL CAUDAL

Una vez obtenida la curva AD de conductividad en el punto de monitorizaciéon
y convertidos los valores de conductividad de la solucién y de la curva AD en con-
centraciones de cloruros, la estima del caudal (L./s) se obtiene mediante la re-
lacion entre la masa de CI vertida al rio (M,,,)y el darea de la curva AD:

Q: MSM + MSM (4'10)

[aar Yo
=0

i=0

donde Cl: concentraciéon de cloruros en el punto de monitorizaciéon en el ins-
tante i; y At: frecuencia de recogida de datos mediante el logger (del orden de
unos pocos segundos).

De la ecuacion 4.10 se deduce que para calcular M,,, hay que conocer la concen-
tracion de cloruros y el volumen de la solucion madre.

Si se conoce la distancia entre el punto de la adicion y el de mediciéon (AX)y esta
bien sincronizada la curva AD respecto al instante en que empieza la adicion, se
puede calcular facilmente la velocidad media (V,, en m/s) de la corriente en el

cauce:

AX
VvV =

22 4.11
m At ( )

donde At es el intervalo de tiempo que necesita la conductividad eléctrica para
llegar al pico de la curva AD.

62



EL CAUDAL CIRCULANTE TECNICA 3
METODOLOGIA DE CAMPO

Una vez elegido el tramo de estudio con los puntos de la adicién y de monitori-
zacion, hay que seguir los siguientes pasos:

1. Preparar la solucién madre disolviendo la sal en una botella de unos 2-5 L de
agua del rio.

2. Recoger tres partes alicuotas (20 mL) de la solucién madre y ponerlas en tres
viales de vidrio. Anotar el valor de la conductividad (tiene que ser de tres or-
denes de magnitud mayor que la conductividad del rio).

3. Calcular el volumen exacto de la solucion que se tirara al rio y ponerla en un
cubo.

4. Seleccionar los puntos de la adicion y el punto de monitorizacién e instalar el
conductivimetro con el logger.

5. Medir la distancia entre el punto de adicion y de monitorizacion. Esta distan-
cia (de unas decenas de metros) depende de las caracteristicas hidrologicas y
morfologicas del tramo de estudio.

6. Verter de golpe la solucién al rio en el punto de adiciéon y simultineamente
poner en marcha el conductivimetro y el cronémetro (se necesitan dos perso-
nas como minimo).

7. Esperar en el punto de muestreo que la conductividad llegue a un valor ma-
ximo y recoger unas cuantas muestras de agua.

8. Esperar a que la conductividad en el punto de muestreo vuelva al valor inicial.

Tipo de adicion f/l;?: Z/(:a l:r;;.fer/a/ necesario
Material A flujo constante En pulso para la gjecucidn de una
adicion a flujo constante
Bomba peristaltica de campo (a 12 V) v yapulso
Bateria' de 12V v
Cronémetro v
Conductivimetro® v v
Sal (NaCl) 2-4 kg v v
Deposito de 10-30 L. v v
Datalogger conectado a un conductivimetro v v
Probeta graduada* v
Cinta métrica v v

El niimero de baterias depende de la duracion de la adicién. Si se puede alimentar la bomba peristaltica con
la red eléctrica, la bateria es superflua.

Si no dispone de un logger es necesario apuntar los valores de conductividad a mano. En este caso el croné-
metro es indispensable también en la adicion instantanea.

En este caso el depésito puede ser un simple cubo de unos 5 litros.

Necesaria para calcular in situ el flujo de la bomba peristaltica.

2
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La macro 4.3 esta
disenada para facilitar
el calculo del caudal
mediante correntimetro

TECNICA 3 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL
Técnica 3b. Medicion mediante correntimetro

La corriente del agua es una de las variables ambientales que mas influyen sobre
los organismos fluviales (capitulo 9), por lo que el correntimetro es un instru-
mento de gran uso en ecologia de rios. Una de sus aplicaciones mas inmediatas
es la medicion directa de caudal. Hay numerosos modelos de correntimetros, de
distinto tamano, precio y prestaciones, pero los mas habituales son los de hélice.
En éstos, es critico elegir el tamano apropiado de hélice: las hélices grandes son
mas precisas a velocidades bajas y funcionan mejor en rios profundos, las hélices
pequenas permiten mayor precision en arroyos rapidos y someros. En los arroyos
vadeables y a caudal basal, éste es relativamente facil de medir, pero para rios pro-
fundos es necesario utilizar embarcaciones y correntimetros de mucho peso y su-

jetos mediante fuertes cables.
MATERIAL

— Cinta métrica.
— Correntimetro.

— Regla o bast6n para medir profundidades.
PROCEDIMIENTO DE CAMPO

Seleccion del punto de medida

La precision en las determinaciones de caudal mediante correntimetro depende
mucho de la seleccion del punto de medida. Los correntimetros habituales tien-
den a dar mds problemas a velocidades bajas que a altas, por lo que conviene bus-
car zonas de rapidos, a ser posible en las que el cauce esté constrenido por orillas
bien marcadas, y donde el agua fluya con flujo mds o menos laminar. En algunos
rios una buena parte del caudal puede circular por el hiporreos, por lo que con-
vendria seleccionar puntos en los que aflora la roca madre. A ser posible, deben
evitarse zonas en las que haya remolinos en el cauce (por ejemplo, debajo de gran-
des bloques o en la entrada a una poza). En rios pequenos, realizar un poco de
trabajo de acondicionamiento (por ejemplo, quitar unas piedras que crean remo-
linos) puede hacer mejorar ostensiblemente la precision de la medida.

Realizacion del aforo

1. Medir la anchura himeda del cauce con la cinta métrica.

2. Aintervalos regulares, medir la profundidad. Para arroyos muy estrechos (me-
nos de 4 m) conviene tomar medidas cada 0,25 m, para rios mas anchos cada
metro.

3. Medir la corriente a intervalos regulares con el correntimetro. Las determi-
naciones pueden coincidir exactamente con las de profundidad, pero eso no
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siempre es necesario. Si la profundidad supera en mas de cinco veces el dia-
metro de la hélice, conviene determinar la velocidad a dos o mas profundi-
dades.

Calculos

1.

Sobre la base de los datos de anchura y profundidad, se calcula la seccién del
rio. Esto se puede hacer graficamente, en papel milimetrado, o mediante una
hoja de calculo.
Partir la seccién del rio en tantos trozos como determinaciones de caudal ten-
gamos (fig. 4.5).

. Calcular la seccion de cada trozo, y multiplicandola por la velocidad, calcular

el caudal de agua que circula por esa seccion.

Sumar el caudal de todas las secciones para obtener el caudal total del punto.
Si se va a estudiar una estacion repetidamente, conviene realizar una curva de
gastos, es decir, analizar la relacion entre el nivel del agua y el caudal. Para ello
se puede fijar una regleta a la estacion, anotar el nivel cada dia que midamos
el caudal, y realizar una regresion para calcular el caudal a partir del nivel. Pos-
teriormente se puede utilizar sélo el dato de nivel basado en la regleta, siem-
pre que la geometria del cauce no haya variado.

Técnica 4. Analisis de frecuencia de avenidas

Una de las aplicaciones de las series temporales de caudal en rios es predecir

la intensidad o la probabilidad de que se produzcan crecidas de una magnitud

determinada. Esta informacion se puede calcular mediante el analisis de fre-

cuencias de series temporales de caudales extremos, maximos o minimos anua-

les, segun los casos. Su aplicacién mas sencilla consiste en asignar una proba-

bilidad a cada evento de una determinada magnitud. Asi, la probabilidad de que

en un ano determinado ocurra una crecida de magnitud Q de tiempo de recu-

rrencia T es:

p=1/T (4.12)
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Figura 4.5:

Fjemplo de seccion fluvial
en la que se han tomado
16 medidas de velocidad
(circulos con aspa), y
asignacion de la superficie
a cada medida (ny/s)



Figura 4.6:

Histograma de frecuencias
de los maximos caudales
medios diarios que han
pasado durante un ano
natural por la estacion de
aforo de Roda de Ter, en el
1io Ter (Espaiia), durante el
periodo 1950-2007
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El valor de p indica la probabilidad de que se alcance o exceda un determinado
caudal. Es muy importante destacar que el método se basa en la asignacion de
probabilidades a cada evento, puesto que una crecida con un periodo de re-
torno de 50 anos no indica, necesariamente, que se produzca cada 50 anos sino
que tiene una probabilidad de 1/50 = 0,02 de producirse en un ano determina-
do. Aunque en un ano se produzca una crecida de esta magnitud, al ano siguiente
vuelve a haber una probabilidad de 0,02 de que vuelva a producirse, y asi sucesi-
vamente para todos los anos. Por este motivo, el método se basa en la construc-
cién de una curva de frecuencias de eventos hidrolégicos para un determinado
intervalo de tiempo (fig. 4.6) a la que se ajusta una funcién de distribucion.

Aunque se han propuesto diferentes funciones, como la de Gumbel y Cunnane,
entre otras (Gordon et al. 2004), en ecologia se ha utilizado preferentemente la
funcion de Weibull, que parece ser la mas adecuada cuando se trabaja en rios de
poco caudal y con valores minimos anuales. Segiin dicha funcién, la probabilidad
de que se produzca un evento que iguale o supere un caudal Q es:

p=m/(n+1) (4.13)

donde n:longitud de la serie; m: nimero de rango, siendo el caudal de mayor mag-
nitud igual a 1, y asi sucesivamente hasta el minimo valor de la serie, que valdra n.

En la figura 4.7 se puede observar la distribucién de probabilidades obtenida se-
gun la ecuacion 4.13 y para una serie de maximos caudales medios diarios para
cada ano en una serie de 58 afios (1950 a 2007). Aunque este tipo de series no si-
gue una funcién estadistica determinada se ha intentado ajustarla a alguna de las
mas conocidas, a efectos de realizar inferencias. La forma mas simple es el méto-
do grafico utilizando papel probabilistico o, atin mas sencillo, hacer interpolacio-
nes entre eventos. No obstante, se han realizado aproximaciones a algunas de las
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distribuciones estadisticas mas comunes, y como no, entre ellas la distribucién nor-
mal o de Gauss. Como se puede ver en la figura 4.7, las funciones de distribuciéon
raramente tienen la forma de campana de Gauss, entre otras cosas porque dificil-
mente se tienen valores maximos anuales de cero y porque los eventos extremos
son raros y confieren a la funcioén de distribuciéon una forma fuertemente asimé-
trica hacia el lado derecho. De todas formas, cuando se obtienen ajustes estadisti-
camente significativos con alguna funcién de distribucion, el nivel de predictibili-
dad aumenta con respecto a métodos graficos o de interpolacion entre eventos.

La investigacion sobre ajustes entre funciones de distribucion de caudales con
funciones estadisticas conocidas es un campo abierto y en continuo debate, entre
otras razones porque las caracteristicas hidrolégicas de cada rio se ajustan mejor
a unas o a otras. A modo de ejemplo, en Estados Unidos y Australia las agencias
federales utilizan la distribucion log Pearson 111, 1a cual incluye la distribucion log-
normal como caso especial. Por el contrario, en el Reino Unido y en ingenieria
civil, parece tener mayor predicamento la distribucion general de valores extremos
(GEV), dentro de la cual la distribuciéon de Gumbel, o de doble distribucion ex-
ponencial, es un caso particular (Gordon et al. 2004). Como se ha senalado an-
teriormente, en ecologia se ha aplicado de forma preferente la distribucion de
Weibull (Allan 1995, Hauer y Lamberti 2007) y ésta es la distribucién aplicada a
la serie de datos del rio Ter para el periodo 1950-2007 (fig. 4.7).

El punto de partida de un analisis de frecuencia de caudal es una serie temporal
de eventos extremos, ya sean maximos o minimos anuales. En el caso de los ma-
ximos, es preferible utilizar el valor del pico de la maxima crecida que se ha pro-
ducido en un ano, y cuando no se dispone de esta informacion se puede sustituir
por el maximo caudal medio diario, también para un aino, como se ha hecho con
la serie de caudales del rio Ter. Hay que senalar que ambas series no dan resulta-
dos iguales para rios de bajo nimero de orden o cuencas pequenas, como es el
caso del Ter, y tienden a converger cuando la superficie de la cuenca aumenta.

67

Figura 4.7

Funcidn de distribucion de
probabilidad de excedencia
de un determinado caudal
maximo anual para la serie
de valores medios diarios en
un afo natural, para el
periodo 1950-2007 en el
rio Ter; a la entrada del
embalse de Sau

La macro 4.4 muestra
como realizar el analisis
de frecuencia de
caudales sobre la base
de los datos historicos
del rio Ter



Figura 4.8:

Anélisis de frecuencias
para los valores maximos
de caudales medios diarios
medidos durante un afo
natural en Roda de Ter,
durante el periodo
1950-2007

TECNICA 4 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL
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Nota: La distribucion se ha ajustado de forma significativa (p < 0,001) a una funcién semilogaritmica, lo que
permite realizar inferencias, tanto de la probabilidad de excedencia como del periodo de retorno, dentro

del rango de variacién de los caudales medidos. A modo de ejemplo se ha calculado el caudal ordinario

(Q,0)-

Es conveniente que una vez obtenida una funcién de distribucién, a partir de una
serie de datos, se intente buscar ajustes estadisticos significativos. Cuando se con-
sigue, se puede realizar una generalizacion de los resultados dentro del rango
temporal estudiado y, con ciertas limitaciones, su extrapolacion a periodos un
poco mas largos. En el caso de la serie de datos del rio Ter, y utilizando el méto-
do de Weibull, se ha obtenido un ajuste estadistico significativo (p < 0,001) me-
diante una transformacién semilogaritmica (fig. 4.8), lo que permite utilizar la
recta de regresion obtenida para algunas aplicaciones, como el calculo del caudal
ordinario o bankfull.

El método de predecir tiempos de retorno esta lejos de ser perfecto, indepen-
dientemente de cual sea el utilizado para obtener la funcion de probabilidad. Al-
gunas de las criticas se centran en la dificultad de tener series largas, que ademas
incluyan los eventos puntuales, el pico de la crecida, y no la media diaria. Tam-
bién hay que tener en cuenta que los eventos de baja probabilidad son raros y
esto hace dificil que las series usadas los incluyan. Otras veces ocurre lo contrario,
nuestra serie tiene un acontecimiento extremo con periodo de retorno mucho
mas largo que la que hemos acumulado, y esto altera la funcién de probabilidad.
En los ultimos anos la actividad humana en muchas cuencas ha sido drastica, con
deforestacion, incremento de la superficie agricola, asi como cambios en la mor-
fologia del rio por encauzamientos, puentes, embalses, etc. De todos modos, en
la cuenca del rio Ter ha ocurrido el caso contrario. El abandono de campos de
cultivo o de la explotacion forestal ha facilitado el desarrollo de la masa forestal.
En este caso el efecto ha sido el de disminuir la escorrentia superficial y aumen-
tar la evapotranspiracion, dando lugar a una reduccion en el caudal del rio, que
en los tltimos 40 anos ha disminuido en torno al 40%.
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En los dltimos anos la posibilidad de disponer de informacién detallada de la cuen-
ca a través de sistemas de informacion geografica ha abierto las puertas a la mo-
delizacién hidrolégica. Cuando se dispone de modelos con los que simular los
efectos de un amplio rango de precipitaciones, buena parte de los inconvenien-
tes de las series temporales mas o menos largas desaparecen y el problema se li-
mita a realizar una buena calibracién del modelo para la cuenca. En el caso de la
cuenca del rio Ter se han obtenido excelentes resultados mediante la utilizacién
del modelo Hidrological Simulation Program-Fortram (HSPF) (Marcé et al. 2008).
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CAPITULO

La estructura fisica de los cauces fluviales

ARTURO ELOSEGI Y JOSERRA DIEZ

5.1. Introduccion

Todos los rios del planeta tienen una serie de caracteristicas comunes que se de-
rivan de la corriente del agua, pero también numerosas particularidades en fun-
cién de las caracteristicas climaticas y de la cuenca que drenan: area, geologia,
suelos, topografia, usos del suelo, cubierta vegetal, impactos humanos, etc. De he-
cho, los cauces fluviales pueden ser muy diferentes entre si, desde estrechos ca-
nones de montana hasta grandes rios de llanuras aluviales (fig. 5.1). La estructu-
ra fisica de los cauces es una de las caracteristicas que mas influyen tanto en la
estructura como en el funcionamiento del ecosistema fluvial y, por tanto, su des-
cripcion tiene gran interés. Por ejemplo, en una escala de tiempo reducida, los
rios que atraviesan canones suelen ser muy sombrios y tener escasa produccion
primaria, mientras que los rios trenzados de piedemonte suelen ser mucho mas
abiertos, aunque menos estables.

La geomorfologia fluvial es una disciplina cientifica que ha ido acumulando un gran
volumen de conocimiento, que no pretendemos recoger aqui. En este capitulo nos
limitaremos a esbozar los conceptos basicos que mayor incidencia pueden tener en el
funcionamiento del ecosistema. Los lectores que deseen profundizar en la geomor-
fologia fluvial pueden consultar libros excelentes, como el clasico de Strahler (1986),
los mas especificos de Rosgen (1996) y Kondolf'y Piégay (2002), o para temas mas re-
lacionados con la conservacion, Petts y Calow (1996) y FISRWG (1998).
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Figura 5.1:

Diversos tipos de rio:

a) gran rio de llanura, b) rio
trenzado de piedemonte,

¢) rio temporal de desierto,

a) arroyo de montana,

¢) arroyo de lecho arenoso y
) arroyo travertinico

Figura 5.2:

Tres escalas a las que es
significativo el papel
biologico de la morfologia
fluvial

CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

Nota: a) Danubio (Hungria), b) Tagliamento (Italia), c) Nuevo México (Estados Unidos), d) Agtiera (Espa-
na), e) Landas francesas; obsérvese que los escasos sustratos estables en el cauce, fundamentalmente tron-
cos, aparecen cubiertos por algas, y f) Urederra (Espana).

La forma del cauce tiene implicaciones biologicas a multiples escalas (fig. 5.2). A
escala macroscopica, de kilometros a centenares de kilometros, la morfologia flu-
vial determina la distribucién y abundancia de habitats y refugios, y las posibili-
dades de dispersion para las especies de mayores requerimientos espaciales,
como los peces migratorios. A escala de tramo o seccién fluvial, es decir, entre

Habitats fluviales \

___» Rapido

Bloque
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unas decenas de metros y 1 km de cauce, la heterogeneidad de formas en el le-
cho, como la abundancia de rapidos y pozas, determina la diversidad de hébitats,
y en consecuencia, la diversidad de organismos. A escala de unos pocos metros a
centimetros, la distribucién de distintos tipos de sedimento influye en las cone-
xiones entre el agua superficial y la hiporreica, o en la estabilidad y crecimiento
del biofilm. En cada una de estas escalas, la pendiente, Ia rugosidad del cauce, el
caudal y la velocidad de la corriente establecen condiciones acordes al gradiente
fluvial, desde la cabecera hasta la desembocadura.

5.2. Cauce y transporte de sedimentos

Cada rio es un sistema de transporte donde la pendiente, por lo general, va dis-
minuyendo con el gradiente fluvial. La capacidad de arrastre de sedimentos de-
pende del caudal y de la pendiente, y el tipo de cauce que se forma depende, ade-
mas, del tamano del sedimento y de lo erosionable que sea el sustrato. De esta
forma, los rios normalmente tienen en cabecera tramos erosivos en los que el cau-
ce se va encajando en los terrenos adyacentes, por lo que en estas circunstancias
se suelen encontrar cauces rectilineos y constrenidos, es decir, sin apenas posibi-
lidad de migracion lateral (fig. 5.3). En los tramos de mayor pendiente, el cauce
suele presentar cascadas, mientras que en tramos de pendiente algo menor, es ti-
pica una estructura de escalones y pozas. Si la pendiente es atin menor suele ha-
ber alternancia de rapidos y pozas.

Los rios de montana suelen acarrear gran cantidad de sedimentos. En su salida a
la llanura del piedemonte, la capacidad de arrastre disminuye, por lo que se de-

El tipo de cauce que se
forma depende del
caudal, de la pendiente
y de la erosibilidad del
sustrato

Figura 5.3:

Un arroyo de montana de
cauce constreiiido. El
sustrato geologico consiste
en estratos horizontales, lo
que unido a la elevada
pendiente favorece la
creacion de estructuras con
escalones y pozas



Figura 5.4:

Rio trenzado en el
piedemonte del Pirineo
(Espaiia)

CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

Nota: Obsérvense las amplias graveras no colonizadas por la vegetacién; ello indica la
inestabilidad de esas dreas, que son perturbadas por cada crecida.

positan los sedimentos transportados. Estos, a menudo, obstaculizan el cauce,
que se ve forzado a migrar, formandose lo que se denominan rios trenzados o anas-
tomosados (fig. 5.4). En ambos casos suele haber multiples cauces, pero asi como
en los trenzados éstos son muy inestables, con lo que suelen estar rodeados de
amplias zonas con gravas desnudas, los rios anastomosados acostumbran ser mas
estables, y las areas entre los cauces suelen estar colonizadas por la vegetacion.

Aguas abajo, la pendiente del valle disminuye atin mas, con lo que se reduce la ca-
pacidad de acarreo de sedimentos. Los rios pasan a tener lechos arenosos o limo-
sos, y normalmente adquieren un cauce meandriforme que discurre en medio de
una amplia llanura de inundacién (fig. 5.5). En esta llanura, el sustrato esta con-
formado por arenas o limos depositados en el pasado por el propio rio, lo que
hace que las margenes sean poco estables, y favorece la propension de los mean-
dros a migrar. Antiguos meandros abandonados forman una serie de lagos en he-
rradura, que pueden reconectarse periédicamente con el cauce principal durante
las crecidas, o bien pueden mantener conexiones a través de hiporreos. Los rios
meandriformes pueden tener una extraordinaria diversidad de habitats fisicos.

Finalmente, los rios que desembocan en lagos o mares pueden formar deltas, en
los que cada crecida deposita sedimentos que fuerzan a la constante migracion de
la red de cauces.

El transporte de sedimentos y, por tanto, los cambios en la morfologia del cauce,
suelen ser bastante episédicos, y ocurren principalmente durante las crecidas.
Aunque las grandes crecidas con periodos de retorno elevados pueden reestruc-
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Nota: Obsérvese el complejo entramado de cauces activos y meandros abandonados
y como han estabilizado las mdrgenes para construir el puente.

turar el cauce de forma acusada, las crecidas mas influyentes suelen ser aquellas
mas pequenas, con un periodo de retorno de uno o dos anos, que llenan todo el
cauce y estan a punto de desbordar a la llanura de inundacion. Esto es lo que se
llama caudal dominante o bankfull.

5.3. Clasificacion de los tipos de rio

Este esquema general se complica mucho, puesto que no todos los rios tienen un
mismo perfil longitudinal. Hay rios que nacen en zonas de altiplano, caen después
en cascadas vertiginosas, atraviesan canones, vuelven a zonas de llanura, incorporan
afluentes cargados de sedimentos, etc. En cualquier caso, 1a morfologia fluvial mues-
tra cual es el balance entre la erosion, el transporte y la deposicion de sedimentos en
cualquier tramo y, ademas, determina en gran medida los organismos que habitan
en un determinado tramo, asi como el funcionamiento del ecosistema (fig. 5.6). Hay
numerosos métodos de clasificacion de la morfologia fluvial, pero uno de los mas
populares es el de Rosgen (1996), que se basa fundamentalmente en la forma del
cauce, en el nivel de encajamiento, en el tipo de sustrato y en la pendiente (fig. 5.7).

Cualquiera que sea el tipo de rio, debemos tener en cuenta que su morfologia es
fruto de un equilibrio dindmico entre la carga de sedimentos que recibe y su ca-
pacidad de transporte. Por tanto, el rio ajustara su morfologia ante cualquier
cambio en alguna de estas variables. Por ejemplo, si aumenta la erosiéon aguas
arriba (por ejemplo, por efecto de la deforestacion) llegaran sedimentos en ex-
ceso que el rio no podra arrastrar, con lo que el cauce se agradard, es decir, ira su-
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Figura 5.5:

Rio meandriforme en las
montanas Rocosas (Estados
Unidos)

La forma del cauce es
fruto del equilibrio entre
los sedimentos que
recibe y su capacidad
de transporte



Figura 5.6:

Algunos tipos

especiales de rio

Figura 5.7:
Tipologia fluvial, segin
Rosgen (1996)

CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

Nota: a) Cascada formada por una falla geolégica, b) canén excavado por aguas frias durante la ultima gla-
ciacién, ¢) surgencia calcarea en zona de descarga de un gran acuifero, d) arroyo estepario sobre sustrato
rico en yesos y sales, e) arroyo de llanura en zona deforestada cubierto por macrofitas, f) rio de rocas en el
piedemonte de un valle de gran erosibilidad, y g) arroyo de montana en valle glaciar en forma de U.

biendo el nivel del lecho. En casos extremos puede cambiar la tipologia, por
ejemplo, de un rio de cauce tnico a uno trenzado. Por el contrario, si aumenta
la capacidad de transporte, como ocurriria si aumentara el caudal, el rio perde-
ria sedimentos, con lo que el cauce se degradaria, es decir, el lecho iria encajan-
dose. Por ejemplo, los rios de llanura de zonas agricolas frecuentemente se en-
cuentran degradados, ya que los diques laterales de proteccién de las tierras de
cultivo hacen que durante las crecidas el rio no desborde, con lo que la velocidad
del agua se hace tan grande que el rio excava su lecho, y éste queda desconecta-
do de la llanura de inundacion.

Rango de pendiente
dominante

Vista en seccién

Vista superior

Tipo de cauce fluvial

Nota: Se muestran las vistas longitudinal, en seccion y superior.
Iiente: Adaptado de Rosgen (1996).
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5.4. Aplicaciones de la geomorfologia fluvial

La geomorfologia fluvial es de sumo interés, pues describe el marco de estudio y
explica buena parte del funcionamiento del ecosistema. Ademas, en muchas par-
tes del mundo las alteraciones de la morfologia del cauce son los principales im-
pactos humanos sobre los ecosistemas fluviales, por lo que es importante cono-
cerlas, y en los casos en los que sea posible, restaurar la morfologia original. Dado
que en muchos rios y arroyos esa tarea es muy dificil, al menos se debe posibili-
tar que el rio desarrolle una dimension estable en sus formas y perfiles, de modo
que se mantengan las caracteristicas del cauce y el sistema no agrade ni degrade.

Entre las afecciones mas comunes se encuentran cambios en la forma del cauce,
canalizaciones, revestimientos de ingenieria dura, diques laterales, pequenas pre-
sas o azudes que alteran la dinamica de sedimentos, ocupaciones de la llanura de
inundacioén, etc. Otras afecciones comunes estan ligadas a cambios en la cantidad
de sedimentos exportados debidos a modificaciones en los usos del suelo o prac-
ticas indebidas en la cuenca, asi como a cambios en la resistencia de las orillas a
la erosioén (capitulo 17). Estas tltimas son motivadas por la desaparicién de la ve-
getacion de ribera, canalizacion, perturbaciones en el lecho fluvial, presas, com-
pactacion del suelo, sobrepastoreo, eliminacion de restos de madera en el cauce,
etc. Todas estas afecciones ocasionan fuertes impactos en la biodiversidad y fun-
cionamiento del ecosistema, aunque para el ojo no entrenado pueda resultar
poco obvio que ese tramo con agua tan limpia y de aspecto tan agradable es, en
realidad, un rio fuertemente modificado.

Técnica 5. Determinaciéon de la morfologia del cauce

Esta técnica se emplea para describir el cauce de un rio en un momento determi-
nado. En caso de estar interesados en cambios temporales en la morfologia y en
las variaciones en la composicion del sustrato (técnica 6), es importante repetir los
transectos exactamente en los mismos sitios. Para ello hay que marcar puntos que
se vayan a mantener fijos durante anos, preferentemente arboles o rocas, y en su
ausencia estacas metalicas clavadas en las orillas. Hay que tener en cuenta que el
viento, el vandalismo y otros factores seguramente haran desaparecer algunas de

las referencias, por lo que conviene tener muchas referencias alternativas.
MATERIAL

— Cinta métrica de 50 m.
— Cuerdas de nailon blanco marcadas a intervalos de 50 cm.
— Regla o jalén extensible.
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Figura 5.8:
Ejemplo de marca

— Correntimetro.

— Brujula.

— Clinémetro o nivel laser. (El nivel laser puede adquirirse en almacenes de bri-
colaje y su coste no es elevado.)

— Tripode.

— Chapas metalicas numeradas.

— Clavos.

— Estacas de hierro.

— Martillo.

— Maza.

SELECCION DEL TRAMO DE MUESTREO

El tramo del rio o arroyo seleccionado debe ser vadeable. Es preferible que el ini-
cio y el final del tramo sean rupturas claras en la geomorfologia fluvial, a ser po-
sible estrechamientos. No obstante, no es necesario que todos los tramos tengan
exactamente la misma longitud. Marcar claramente y de forma no perecedera los
extremos del tramo, por ejemplo, mediante chapas numeradas clavadas a arboles
(fig. 5.8).

PROCEDIMIENTO

El procedimiento mas seguro es establecer una red de referencias fijas, comen-
zando por el extremo inferior del tramo, y determinar sus posiciones relativas por
triangulacion (fig. 5.9). No es importante que todos los transectos se encuentren
a la misma distancia. Sin lugar a dudas, el primer muestreo es el mas laborioso,

pero el trabajo se agiliza mucho en visitas subsecuentes.
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Transecto

----------- Rumbo y distancia
= Estaca

O Arbol

Establecimiento de una red de puntos y transectos

1.

Situarse en una orilla en el extremo inferior del tramo. Clavar un clavo en un ar-
bol (o una estaca metalica en la orilla). Apoyar sobre €l el nivel laser y buscar un
punto a la misma altura en el arbol/estaca de enfrente. Clavar otro clavo.

. Sujetar un trozo de la cuerda marcada, atandola tensamente a ambos clavos.

Es importante que la cuerda esté tensa y bien nivelada.

. Hacer lo mismo en otro transecto, rio arriba, distanciado al menos un par de

veces la anchura media del tramo. Unir a su vez con cuerdas marcadas la dia-
gonal resultante entre las orillas opuestas de dos transectos consecutivos.

. Con la brujula y la cinta métrica, determinar el rumbo y las longitudes de am-

bos transectos, los de las diagonales, y los rumbos y distancias entre los clavos
de cada orilla (fig. 5.9).

. Colocar el nivel laser en el tripode, inmediatamente aguas abajo de la cuerda

del primer transecto y apuntando rio arriba. Con la regla, medir la altura des-
de el haz laser hasta la misma.

. Sin mover el laser, medir con la regla la altura desde el haz hasta la segunda

cuerda.

. Calcular el desnivel entre las cuerdas de ambos transectos.
. Establecer unos ocho transectos mas a lo largo del tramo, determinando el

desnivel da cada cuerda respecto a la primera, y los rumbos de todas las line-
as entre clavos. Esto se puede hacer de una vez o, mejor, conforme se va de-
terminando la granulometria de los transectos.

Realizacion de los transectos

1.

Empezando siempre en la misma orilla, cada 50 cm medir con la regla la dis-
tancia de la cuerda al lecho y la profundidad del agua (figs. 5.10 y 5.11). De-

terminar el punto en el que empieza y acaba el cauce. En tramos con anchu-
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Figura 5.9:

Ejemplo de red de
transectos y rumbos
a tomar en un tramo
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Figura 5.10:
Ejemplo de transecto
ras superiores a los 15 m, la medicion de la distancia de la cuerda al lecho se
puede realizar cada metro (1 m).
2. En los mismos puntos, determinar el tipo de sustrato del lecho (cuadro 5.1),y
si las hubiere, la especie y altura de las macrofitas existentes.
3. En los mismos puntos, y aproximadamente a media columna de agua, medir
la velocidad del agua con el correntimetro.
4. Con el clinémetro, medir la pendiente de la zona de ribera en ambas margenes.
Figura 5.11:
Midiendo el desnivel entre
las cuerdas de dos
transectos

Nota: En primer plano, el nivel liaser y una cuerda
marcada y, en segundo plano, buscando el haz laser
con un jalén extensible.

80



LA ESTRUCTURA FISICA DE LOS CAUCES FLUVIALES TECNICA 5

Tipo de sustrato Diametro (mm) Detalles

Roca madre - Incluir también bloques mayores de 1 m
Bloques > 250 Mayores que la palma de la mano
Cantos 60 — 250 Entre un puno y una palma

Guijarros 20 - 60 Entre una una de pulgar y un puno
Grava 0,2 -20 Menor que la una del pulgar

Arena 0,006 — 0,2 Tacto aspero, no mancha

Limo < 0,006 Tacto suave, mancha

Trabajo de gabinete

1.

CU W 00 N

Teniendo en cuenta los rumbos, las distancias y los desniveles entre ellos, cal-
cular por triangulacion las coordenadas XYZ de todos los clavos.

. Calcular las coordenadas XYZ de todos los puntos de los transectos.

. Calcular la superficie total del cauce y la superficie humeda (cubierta por agua).
. Calcular la seccion transversal del agua en cada tramo.

. Calcular la profundidad hidraulica dividiendo la seccién transversal por la an-

chura del cauce humedo.

. Calcular el namero de Froude (Fr) en cada transecto. El numero de Froude es un

parametro adimensional que indica la intensidad de la corriente:

v

oD

donde Fr: nuimero de Froude; v: velocidad del agua (m/s); g: fuerza de la gra-
vedad (m/s%), y D: profundidad hidraulica (m).

Fr=

(5.1)

Valores de Ir< 1 indican corriente subcritica, valores superiores a 1, corriente
supercritica (aguas rapidas).

. Calcular el nimero de Reynolds (Re) en cada transecto. El nimero de Reynolds

es un parametro adimensional que indica el grado de turbulencia del agua:

Re =— (5.2)
L

donde Re: nimero de Reynolds; v: velocidad del agua (m/s); D: profundidad hi-
draulica (m), y v:viscosidad cinematica (cuadro 5.2), que depende de la temperatura.

Valores de Re< 500 indican flujo laminar; mayores que 2000, flujo turbulento.

. Calcular el porcentaje de cauce cubierto por cada tipo de sustrato. Diferenciar

el cauce humedo del seco.
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Cuadro 5.1:

Tipos de sustrato, segiin la
escala de Wentworth (1922)

La macro 5.1 ayuda

en el calculo de
coordenadas XYZ de los
transectos

La macro 5.2 calcula
algunas variables
fisicas, como el nimero
de Reynolds



Cuadro 5.2:
Viscosidad cinematica
del agua, segiin
Gordon et al. (1992)

TECNICA 6 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

Temperatura agua (7) Densidad (p) Viscosidad cinematica (v)
(°C) (kg/m’) (m*/s)
0 999,9 1,792 107 (0,01792 Stokes)
1000,0 1,568 107
10 999,7 1,308 10°°
15 999,1 1,141 10°
20 998,2 1,007 10°°
25 997,1 0,897 10°
30 995,7 0,804 10°°
40 992,2 0,661 10

Técnica 6. Degradacion/agradacion del cauce

Esta técnica estd disenada para determinar la ocurrencia de fenémenos de agra-
dacion y degradacion del cauce en un tramo determinado. Comparte el procedi-
miento de la técnica 5 y consiste en la comparacion, en funcion del tiempo, de la
cartografia obtenida (y, por tanto, la absoluta certeza de disponer de transectos
perdurables en el tiempo o puntos fijos de referencia en su defecto).

La estructura fisica del cauce no suele cambiar mucho salvo que ocurran eventos
de crecida de cierta magnitud. Por ello, no es necesario medirla muy frecuente-
mente. Al cambiar el caudal se producen cambios en las caracteristicas hidraulicas
(profundidad, velocidad, etc.), asi como cambios en la composicion y distribucion
del sedimento, pero lo laborioso de los muestreos y lo impredecible de los cam-
bios de caudal hacen impracticable un seguimiento temporal adecuado. En su
lugar se pueden utilizar modelos hidrdulicos,' para predecir las caracteristicas hi-
draulicas en funcion de la forma del cauce, del tipo de sustrato y del caudal.

Conociendo la diferencia de altura entre transectos consecutivos, es posible rea-
lizar una estima del volumen de sedimento acumulado o erosionado en el tramo
de estudio. A su vez, los datos correspondientes al thalweg (zona de maxima pro-
fundidad del cauce en un transecto concreto) entre transectos contribuyen a op-

timizar las estimas.
MATERIAL

El empleado en la técnica 5.

! Por ejemplo mediante la aplicaciéon HecRas (http://www.hec.usace.army.mil/software/hec-ras/).
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SELECCION DEL TRAMO DE MUESTREO

Los tramos corresponden necesariamente a los cartografiados mediante la técnica 5.
PROCEDIMIENTO

Transcurridos uno o mas episodios de crecida, se debe repetir el procedimiento
desgranado en la técnica 5.

La determinacién del thalweg consiste en localizar el punto de maxima profundi-
dad del agua a lo largo de numerosos puntos dentro del tramo a caracterizar. Para
ello, y comenzando en el primero de los transectos ubicados aguas abajo, es ne-
cesario georreferenciar el punto de maxima profundidad y relativizar su profun-
didad respecto al punto inmediatamente anterior y posterior.

Una vez en el gabinete, el trabajo consiste en comparar los transectos obtenidos
inicialmente con los de la ultima cartografia (fig. 5.12). De ese modo, se han de
detectar cambios en la morfologia, en el perimetro himedo, asi como en la can-
tidad de sedimentos existentes entre dos transectos determinados y su naturaleza
granulométrica.

Al calcular nuevamente el porcentaje de cauce cubierto por cada tipo de sustra-
to (diferenciando también en esta ocasion el cauce humedo y el seco), se puede
obtener una estima indirecta de la movilidad del sustrato. Simultaneamente a

Nota: En negro, se han dibujado las distancias determinadas inicialmente y, en azul, las nuevas referencias ob-
tenidas transcurrido un tiempo.
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La macro 5.3 calcula
voldmenes de sedimento
ganados o perdidos en
base a transectos

Figura 5.12:
Ejemplo de cartografia

obtenida en un transecto,
segiin Gordon et al. (1992)
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partir de datos es posible detectar ciertas anomalias, como por ejemplo la abun-
dancia de sedimentos finos (arenas y limos), motivada por actividades que pro-
vocan fenémenos erosivos en algin punto de la cuenca vertiente aguas arriba del
tramo de muestreo.
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CAPITULO

El transporte de los materiales inorganicos
disueltos y particulados

ARTURO ELOSEGI Y ANDREA BUTTURINI

6.1. Introduccion

Los ecosistemas fluviales canalizan, transportan, redistribuyen, intercambian,
trasforman y disipan materia y energia, y modulan activamente su entorno. Su
funcién como vehiculo de transporte de materia y energia desde las cabeceras ha-
cia los tramos bajos se hizo evidente en trabajos en pequenas cuencas experi-
mentales a partir de los anos sesenta del pasado siglo (Likens y Bormann 1995).
Estos trabajos subrayaron la dependencia del sistema fluvial con su cuenca, de for-
ma que la composicion del agua sintetiza las caracteristicas quimicas y bioticas y
los procesos que ocurren en ella (capitulo 3). Aunque esta aproximacién consi-
dera el rio como un conducto inerte, lo que esta lejos de ser cierto, ha abierto un
amplio abanico de enfoques en los estudios de ecosistemas fluviales como, por
ejemplo, hacer balances de entrada y salida de materia y energia.

Desde el punto de vista del transporte de materiales, tiene interés determinar
como circula el agua de la lluvia entre compartimentos hidrolégicos, qué com-
ponentes arrastra o disuelve, cudl es el tiempo de residencia del agua y de otros
materiales en la cuenca, o qué papel desempenan las interfases de ribera e hipo-
rreicas en la retencion y/o liberacion de solutos.

A medida que el agua de lluvia cae y se infiltra en el suelo va disolviendo los ele-

mentos mas solubles que encuentra a su paso, con lo que su composicion quimi-
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Los rios transportan
materiales disueltos

y particulados que
provienen de la cuenca
de drenaje




La relacion
concentracion de
solutos/caudal cambia
de un rfo a otro e indica
los procesos que ocurren
en la cuenca

Figura 6.1:

Graficos de dispersion de la
concentracion de nitrato en
tres pequenos rios de
cabecera en cuencas
forestadas
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ca se va alterando conforme recorre caminos de diferentes longitudes y velocida-
des. A lo largo de estas tortuosas trayectorias el agua interacciona incesantemen-
te con los componentes abioticos y biéticos de la cuenca y modifica su quimismo,
de forma que para entender las caracteristicas quimicas de un rio debemos tener
siempre en cuenta la hidrologia (capitulo 4). Por ejemplo, si en una cabecera re-
lativamente pristina, el agua fluvial tiene mucha materia organica disuelta, nitra-
tos y sedimentos finos, pero baja conductividad eléctrica, indica que el agua ha
circulado rapidamente por la superficie del suelo sin apenas contacto con el sus-
trato geolégico. En cambio, un agua rica en solutos inorganicos pero pobre en
materia organica disuelta sugiere su origen freatico y su desplazamiento lento por
el acuifero antes de llegar al cauce fluvial.

6.2. Variaciones en los materiales transportados

Como hemos visto, el quimismo del rio depende de la contribucién relativa de las
masas de agua que incorpora (escorrentia, agua subsuperficial y agua freatica),
pero también de complejas interacciones entre numerosos condicionantes (capi-
tulo 3). Entre éstos cabe destacar la magnitud, intensidad y frecuencia de las 1lu-
vias, el contexto climatico previo a las precipitaciones, la extension y conectividad
de las zonas de ribera e hiporreicas, la heterogeneidad espacial del entramado flu-
vial, las propiedades drenantes de la cuenca, el tipo de suelo o la estructura de la
cobertura vegetal. En definitiva, la dinamica de un determinado soluto no se ex-
plica exclusivamente con los cambios de caudales, lo que implica unas relaciones
caudal/concentracion complejas. La figura 6.1 muestra la relacién caudal/nitrato
en tres rios de cabecera. En el rio Aguiera (fig. 6.1a) la concentracion del nitrato
incrementa rapidamente con el caudal, llegando a una meseta a caudales mas al-
tos, lo que indica que el contenido en nitrato del agua de escorrentia es alto y re-
lativamente constante. En la Riera Major (fig. 6.1b) también se observa un au-
mento de nitrato con el caudal, aunque mucho mas gradual y disperso, indicando
que las aguas de escorrentia llegan lentamente al cauce, y que su contenido de ni-
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Nota: a) Rio Agtiera (norte de Espana). Datos obtenidos mediante muestreo quincenal-horario durante dos

anos. b) Riera Major (nordeste de Espana). Datos obtenidos con muestreo semanal-horario durante tres afos.
¢) Fuirosos (nordeste de Espana). Datos obtenidos de un muestreo semanal-horario durante cuatro anos.
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Nota: Las flechas indican el sentido rotacional de los patrones de histéresis. En los graficos ay c, el sentido ro-
tacional de las histéresis es antihorario y el pico de concentracién posterior al pico de caudal. En el d, el sen-
tido rotacional de la histéresis es horario, y la concentracion del soluto incrementa rapidamente durante la
fase inicial de la crecida. En el b, la respuesta C-Q es lineal y la histéresis no aparece. En todos los casos la fre-
cuencia de muestreo es horaria.

trato puede ser muy variable; la dispersion de puntos desaparece a caudales eleva-
dos, y las relativas bajas concentraciones indican dilucién del nitrato a causa de la
escorrentia (Butturini y Sabater 2002). Finalmente, en Fuirosos (fig. 6.2c) se difu-
mina la relaciéon caudal/nitrato, apareciendo picos de concentracion a caudales
relativamente bajos, y gran dispersiéon de puntos en todo el espectro de caudales.
Este patrén indica que o bien no hay mezcla de aguas con diferentes origenes, o
bien otros compartimentos (como por ejemplo la zona de ribera) aportan un rui-
do importante a caudales bajos (Butturini et al. 2005).

Con un muestreo mas frecuente se puede seguir el comportamiento de solutos y
particulas durante crecidas individuales, lo que aporta informacién sobre la cau-
sa de la dispersion de puntos. Esta dispersion puede deberse a un comporta-
miento no lineal (histéresis) de las relaciones concentracion/caudal (respuestas
C-Q), que cambian de la rama ascendente a la rama descendente del hidrograma
(Wood 1977, Johnson y East 1982, Williams 1989, Evans y Davies 1998). Las di-
namicas de histéresis cambian de rio a rio (fig. 6.2., Butturini y Sabater 2002,
Butturini et al. 2008) y, por si eso fuera poco, también con la duracion e intensi-
dad de las tormentas, incluso con el orden en el que éstas se suceden (fig. 6.3).

La concentraciéon, tanto de solutos como de particulas, tiene gran importancia
ecologica y socioeconémica. Sin embargo, en algunos casos nos interesa no sélo
la concentracion, sino también la carga que transporta el rio, es decir, la masa to-

tal por unidad de tiempo, que es funcion del caudal y de la concentraciéon. Se lla-
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Figura 6.2:

Ejemplo de respuestas C-Q
durante crecidas para el
nitrato y el COD (carbono
organico disuelto) en dos
rios mediterraneos



Figura 6.3:

Arriba, caudal en el rio
Urumea (Pais Vasco)
durante el afo 1999. Abajo,
dinémica de la turbidez en
tres episodios de avenida
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Nota: Obsérvese que hay una relacion directa entre el tiempo de estiaje previo a la avenida y el arrastre de se-
dimentos, expresado aqui como turbidez para un determinado caudal. La frecuencia de muestreo es de diez
minutos y en todos los casos la dinamica de histéresis es antihoraria.

ma carga disuelta a la cantidad de solutos transportados (g/s), mientras que en la
carga particulada se pueden distinguir la carga en suspension de la carga de fon-
do. La carga en suspension consiste en las particulas mas finas o mas livianas, que
no decantan mientras que la turbulencia no baje de un umbral minimo. La carga
de fondo consiste en particulas de mayor tamano que van dando tumbos por el le-
cho del rio, sin permanecer mucho tiempo en suspension. Otra clasificacion adi-
cional de la carga en suspension es entre materia particulada fina (< 1 mm), cuan-
titativamente mas importante (Benke et al. 1988), y materia particulada gruesa
(> 1 mm). Frecuentemente las crecidas pueden contribuir entre un 40 y 80% de
la carga anual de fosforo, nitrogeno y carbono totales (organicos + inorganicos,
disueltos + particulados) exportados por una cuenca. Por todo ello, adquiere
gran relevancia conocer el patrén de las relaciones concentracion/caudal y cuan-
tificar las masas de materias en movimiento en todas las condiciones hidrolégicas.

Como se ha mencionado anteriormente, el ecosistema fluvial no se limita a trans-
portar agua y materiales originados en la cuenca de drenaje. También tienen lu-
gar procesos de transformacion, retencion y reciclado de nutrientes (capitulo 8)
en el cauce mismo, o en la zonas de interfase entre el rio y la cuenca. Los pasos
previos para cuantificar la magnitud de estos procesos implica efectuar balances
de masas en determinados tramos fluviales (técnica 7) o determinar la hidrologia
subterranea de las zonas de ribera e hiporreica (técnica 8).
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Técnica 7. Carga disuelta y carga en suspensiéon

El material que transporta un rio se puede distinguir entre disuelto y sé6lido.
La separacion entre estos dos tipos de material no es absoluta; en la practica
se distingue por filtracion, utilizandose normalmente filtros de 0,45 pm de ta-
maino de poro (capitulo 7). En la carga particulada, se pueden distinguir la car-
ga en suspension de la carga de fondo. En todos los casos, las cargas se determi-
nan multiplicando la concentracion de determinado material por el caudal
circulante.

Para hacer balances de masa durante un periodo prolongado (por ejemplo, un
ano), es necesario planificar un muestreo temporal que incluya la variabilidad
temporal de las concentraciones y de la hidrologia. Esto implica que el muestreo
deberia amoldarse a las caracteristicas hidroquimicas del caso de estudio. Las cre-
cidas provocan el transporte inmediato (en el intervalo de unas pocas horas a
unos dias) de ingentes masas de solutos y sedimentos, por lo que se debe incluir
el muestreo de estos eventos para los balances.

No existe un criterio universal que permita establecer a priori una frecuencia de
muestreo que optimice la relaciéon entre la precision de la estima del balance
con el esfuerzo de muestreo. Lo que si hay son pautas generales que pueden
ayudar a establecer un muestreo para obtener balances razonablemente correc-
tos. Por ejemplo, si se conoce de antemano que el elemento de estudio (soluto
o particula) tipicamente incrementa su concentracion durante las crecidas y
que las mismas suelen durar entre 3 y 10 dias, un muestreo semanal puede ser
mas que suficiente. Si, en cambio, las crecidas son de menor duracion, la fre-
cuencia de muestreo tiene que ser mas alta (por ejemplo diaria), obligando al
investigador a un notable esfuerzo de muestreo. Si el interés se sitia en las mis-
mas crecidas, entonces la frecuencia de muestreo tiene que ser horaria, porque
la fase inicial de una crecida suele ser muy rapida y abrupta y, por tanto, muy di-
ficil de capturar. En todos estos casos es muy ventajoso poder utilizar muestrea-
dores automadticos. Si la variacion temporal del soluto estudiado no tiene rela-
cién alguna con la hidrologia, la frecuencia de muestreo puede ser mas laxa
(por ejemplo, quincenal).

Como se ha descrito anteriormente, la carga transportada puede ser disuelta o
particulada, pero los calculos que se ejecutan para la estima de los dos tipos de
cargas son idénticos. Los s6lidos totales son la suma de los sélidos disueltos tota-
les, o s6lidos que atraviesan el filtro, mas los s6lidos totales en suspension, que son
los retenidos por el filtro. Su determinacion se realiza mediante gravimetria. Tam-
bién se pueden distinguir los sélidos fijos de los volatiles, que son los que des-
aparecen por calcinacién, y corresponden en gran medida (pero no totalmente)
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a la materia organica (APHA 2005). A continuacién se detalla como medir la con-

centracion de particulas solidas en un rio. Si nos proponemos hacer balances de

masas entre dos o mas puntos del mismo rio, obviamente el esfuerzo de muestreo

se multiplica, pero la técnica es la misma.

MATERIAL

Material para medir el caudal, bien mediante adiciones (técnica 3a), bien me-
diante correntimetro (técnica 3b).

Botes de polietileno de 250-500 mL.

Muestreador automatico (si la frecuencia de muestreo es muy alta y manteni-
da en el tiempo).

Nevera portatil.

Matraces aforados.

Equipo de filtracién al vacio.

Filtros Whatman GF/F calcinados y pesados individualmente, y guardados en
desecador hasta su utilizacion.

Vasos de precipitados calcinados y pesados individualmente, y guardados en
desecador hasta su utilizacion.

Crisoles calcinados y pesados individualmente, y guardados en desecador has-
ta su utilizacion.

Balanza de precision.

Estufa a 105 °C.

Horno a 500 °C.

Desecadores.

PROCEDIMIENTO
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. Medir el caudal instantaneo (técnicas 3ay 3b).
. Tomar una muestra de agua en un bote de polietileno (capitulo 7) y llevar-

la al laboratorio en la nevera portatil. Una vez alli, agitar bien el bote para
resuspender cualquier material que hubiera decantado, medir una parte ali-
cuota (por ejemplo, 100 mL) y filtrarla al vacio a través de un filtro prepe-
sado.

. Recoger el filtrado en un vaso de precipitado prepesado, y el filtro en un cri-

sol prepesado.

. Secar el vaso de precipitado y el filtro en la estufa. Para secar el vaso de preci-

pitado, debe ajustarse la temperatura inicialmente a 95 °C para evitar que el
agua hierva, y cuando toda el agua se haya evaporado, secar a 105 °C durante
una hora mas. Secar el filtro durante una hora a 105 °C.

. Introducir en el desecador los vasos y filtros, y dejarlos enfriar a temperatura

ambiente. Pesarlos.
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CALCULOS

La concentracion de solidos totales disueltos (STD, en mg/L) se calcula mediante la
ecuacion 6.1:

STD = @woo (6.1)

donde Pu,: peso del vaso con el residuo que queda tras la filtracion (mg), Pv,: peso
inicial del vaso (mg), y V: volumen de agua filtrada (mL).

La concentracion de sélidos totales en suspension (STS, en mg/L) se calcula me-
diante la ecuaciéon 6.2:

STS = @1000 (6.2)

donde Pf,: peso del filtro con el residuo que queda tras la filtracion (mg), Pf:
peso inicial del filtro (mg), y V: volumen de agua filtrada (mL).

Para calcular la concentracion de sélidos volatiles, tras la pesada descrita, los vasos
de precipitado y los filtros se calcinan en la mufla (horno) durante media hora a
500 °C, y se vuelven a pesar. La concentracion de sélidos volatiles se calcula a par-
tir de la diferencia entre la segunda (a 105 °C) y tercera (a 500 °C) pesadas.

La concentracion de solidos totales se calcula como STD + STS, y la carga se ob-
tiene multiplicando la concentracién (mg/L) por el caudal (L/s).

Técnica 8. Determinacion de la hidrologia hiporreica

La zona hiporreica es un compartimento hidrolégico subsuperficial, es decir, por
debajo del cauce fluvial, que corresponde al agua que circula a través de los sedi-
mentos fluviales con un intercambio con el cauce fluvial lento pero incesante.
Desde la perspectiva hidrobiogeoquimica, es el sistema de interfase por excelen-
cia, en el cual confluyen los ecosistemas terrestres y fluviales, y donde se desarro-
llan procesos hidrolégicos y quimicos muy importantes para el conjunto del eco-
sistema lotico (Alley et al. 2002). Por tanto, una caracterizaciéon hidrolégica de la
zona hiporreica constituye un paso fundamental para conocer las interacciones
biogeoquimicas entre el rio y su entorno mas proximo. La caracterizacion hidro-
l6gica consiste en estimar la direccion y velocidad del agua, y en determinar la
permeabilidad de los sedimentos. Para estas estimas se necesita conocer la pre-
sion hidraulica, los gradientes hidraulicos verticales y horizontales y la conducti-
vidad hidraulica de los sedimentos.
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permiten conocer la
hidrologfa hiporreica

Figura 6.4:
Caracteristicas de un
piezémetro que permite
estimar las propiedades
hidraulicas del medio
hiporreico
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La forma mas directa para caracterizar la hidrologia hiporreica se basa en la uti-
lizacion de pequenos piezometros clavados en los sedimentos adyacentes al cau-
ce, o directamente dentro del mismo. Los piezometros son tubos de metal o de
PVC (policloruro de vinilo) de unos pocos centimetros de diametro con una ex-
tremidad puntiaguda que facilita su colocaciéon en el sedimento, agujereados
cerca de su extremo (fig. 6.4). Dentro del piezémetro se coloca una malla poro-
sa de plastico o acero que restringe la entrada del sedimento, y un tubo mas fino
y flexible que permita muestrear el agua hiporreica. En piezometros de diame-
tro superior a los 2,5 cm se pueden insertar sondas de nivel o de conductividad
eléctrica. Una vez colocados los piezometros se pueden estimar los siguientes pa-

rametros.

La presion hidraulica (h, en metros) es la suma de la altura de la columna de agua
en el piezometro (b, en metros) y la elevacion del fondo del piezémetro respecto
a un datum de referencia fijo (z, en metros) (fig. 6.4).

El gradiente hidraulico horizontal (GHH, adimensional) es la pendiente del nivel del
agua en el hiporreos entre dos piezometros (P, y P,); permite identificar la di-
reccioén del flujo hidrolégico, y se calcula dividiendo la diferencia entre las dos
presiones hidraulicas (en metros) por la distancia lineal entre los dos piezome-
tros (en metros; véase fig. 6.5).

El agua se mueve, desde el piezémetro con mayor presion hidraulica al piezéme-

tro con menor presion hidraulica, mas rapido cuanto mayor sea el gradiente hi-

drolégico horizontal.

Nivel piezométrico

Nivel fluvial

Superficie del hiporreos

Nivel de referencia

Nota: A la derecha se detallan aquellas caracteristicas necesarias para estimar la conductividad hidraulica, me-
diante el método de Hvorslev (véase texto para mas detalles). El dibujo no esta a escala.
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Figura 6.5:
Ejemplo de calculo de la
VGH entre dos piezometros

Nivel piezométrico
Nivel fluvial

Superficie del hiporreos

iezométrico

Nivel de referencia

Nota: Véase el texto para mas detalles. El dibujo no esta a escala.

crm = (6.3)
dx

donde d% = h, — h, (las dos presiones hidraulicas en P, y P,), y dX: distancia hori-
zontal entre los piezémetros. Si &, > h, el agua subterranea se mueve desde el P,
hacia el P,,.

El gradiente hidrologico vertical (GHYV, adimensional) se calcula como el GHH, aun-
que respecto a la distancia vertical entre los dos piezometros (dZ, en metros):

cry = 4 (6.4)
dz

donde, dZ =z, — z, (fig. 6.5).
El interés del GHV reside en que permite identificar zonas en las cuales el agua

fluvial alimenta el hiporreos o viceversa. En este caso uno de los dos piezometros
se sustituye por el nivel del agua en el cauce fluvial (fig. 6.4):

(6.5)

donde hg=z+b, dZ=2—-2,yh=0+z
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zgy by son, respectivamente, la elevacion del lecho fluvial respecto a un punto de
referenciay la altura de la columna de agua en el rio. Si el GHVes negativo, el agua
fluvial alimenta el hiporreos (zona de hundimiento o downwelling). Si el GHV es
positivo, el agua hiporreica alimenta el cauce fluvial (zona de afloramiento o
upwelling). El primer caso se puede visualizar en el piezometro P, (fig. 6.5), mien-
tras que el segundo caso aparece en la figura 6.4 y el piezometro P, de la figura 6.5.

Una vez identificada la direccion del flujo hidrolégico subterraneo (mediante los
parametros GHHy GHYV) el siguiente paso es cuantificar su velocidad mediante la

ecuacion de Darcy:
v=k-GHH (6.6)

donde v: velocidad ideal (o velocidad de Darcy) del agua subterranea (metros/
tiempo), y k: conductividad hidraulica del sedimento saturado de agua (me-
tros/tiempo; para su estima véase a continuacion).

La ley de Darcy es una ley empirica macroscoépica que asume que las moléculas de
agua siguen una direccion rectilinea y no el camino tortuoso que en realidad re-
corren al sortear las particulas del sedimento. La velocidad real del fluido se ob-
tiene dividiendo v por la porosidad del sedimento n. La porosidad del sedimen-
to depende obviamente de las caracteristicas litol6gicas del mismo. Rangos de
porosidades se pueden encontrar en Custodio y Llamas (1983) y Nelson (2004).
Si se conoce la seccion transversal A (m®) por la cual fluye el agua y se multiplica
por la ecuacion 6.7 se obtiene el caudal subterraneo (m’/tiempo).

Los piezometros se pueden utilizar para estimar in situ la conductividad hidrau-
lica k. Existen diferentes métodos. A continuacion se detalla el método de Hvorslev
(Batu 1998) (véase también Freeze y Cherry 1979 y Fetter 1994), que es uno de
los mas utilizados. Este método, que supone que el medio es homogéneo e is6-
tropo, se basa en interpretar la recuperacion del nivel del agua dentro de un pie-
zoémetro después de haberlo bajado o subido artificialmente. El nivel piezométri-
co se puede bajar extrayendo agua rapidamente con una bomba peristaltica, y se
puede elevar adaptando a la boca del piezometro un recipiente de volumen co-
nocido. Cuando se trabaja con piezometros de unos pocos centimetros de dia-
metro la opcién mas facil es bajar el nivel piezométrico. Es recomendable vaciar

al menos el 50% del nivel del agua en el piezémetro.

Para estimar £ se aplica la siguiente férmula:

2
L _rIn(L/R)

6.7
2LT,,, (6.7)
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~«—— Nivel piezométrico alterado

0,70

0,50 —

H = he
H-Hgy

4 37%

0,37
0,30

Nivel piezométrico original

0,00 T — T T‘ T T T I
20 37% 60 80

Tiempo (unidad arbitraria)

Esta grafica permite calcular el tiempo de demora caracteristico (7},,) y sucesivamente la conductividad hi-
draulica, &, con la ecuacion 6.6.
H: nivel piezométrico original; H;: nivel piezométrico alterado justo antes que empiece su recuperacion (¢=0);

hy, es el nivel piezométrico en cada instante ¢ durante su recuperacion.

donde r: radio del piezémetro (cm), L: longitud de la parte perforada del piezo-
metro (cm), R: radio del piezémetro en la zona perforada (cm) (en muchos ca-
sos, pero no siempre, r = R) (fig. 6.4). Para unas medidas correctas de k es indis-
pensable que L/R> 8,y T,,,: tiempo de demora caracteristico, o tiempo necesario
para que al nivel piezométrico le falte solo el 37%, del desnivel creado artificial-
mente, para volver al nivel original (fig. 6.6).

INSTALACION DE LOS PIEZOMETROS, EQUIPAMIENTO Y APARATOS

En los estudios del medio hiporreico, los piezometros suelen estar instalados a
muy poca profundidad, entre unos pocos centimetros y dos metros. La localiza-
ci6én, profundidad y nimero de piezometros depende de los objetivos de cada
estudio y de las propiedades litologicas del sistema seleccionado. En tramos con
arena y grava es mas facil instalar manualmente los piezometros en el punto es-
cogido siguiendo, por ejemplo, los pasos descritos en Baxter y Woessner (2003).
En esencia, consiste en insertar en el sedimento, a una profundidad determina-
da, un cilindro con el piezémetro en su interior y luego retirar el cilindro ex-
terno dejando el piezometro clavado en el sedimento. Los piezometros se pue-
den utilizar inicamente para muestrear el agua y medir el GHH y el GVH, o
también para estimar la k. Si se trata de estimar la conductividad hidraulica en
la zona hiporreica con el método de Hvorslev, es fundamental construir los pie-
zometros de acuerdo con los criterios detallados anteriormente. Es esencial que
la zona perforada, por donde entra el agua (L), se halle totalmente hundida
dentro el sedimento. Por ejemplo, si L = 20 cm es aconsejable introducir el pie-
zoémetro a una profundidad de un minimo de 25-30 cm para evitar que entre
agua fluvial en el tubo y altere la estima de k.
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El mantenimiento de los piezometros es minimo. Si se prevé no utilizarlos durante
mucho tiempo y se quiere evitar que se llenen de sedimento, una opcion es insertar
en el piezometro un tubo que se ajuste a su diametro interno. De esta manera no
entrara ni agua ni sedimento. Para la estima de la k£ mediante el método de Hvors-
lev se necesita una sonda de nivel de agua conectada a un logger que vaya recogien-
do datos a intervalos regulares que permitan, luego, generar una estima analoga a
la de la figura 6.6. Para vaciar el piezometro se puede utilizar una bomba peristalti-
ca de campo alimentada con una bateria de 12 V (disponibles comercialmente).
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CAPITULO

La quimica de las aguas. Los nutrientes

ANDRFEA BUTTURINI, SERGI SABATER Y ANNA M. ROMANI

7.1. Introducciéon

La quimica de las aguas es un factor esencial en los ecosistemas fluviales. La com-
posicion del agua, en sus componentes mayoritarios y en componentes traza, re-
fleja su origen y vias de transporte, ademas de determinar la composicién y abun-
dancia de las comunidades y el funcionamiento del ecosistema fluvial. Desde una
perspectiva mas aplicada, las caracteristicas quimicas limitan los usos a que se
puede destinar el agua, y la contaminacién de rios y acuiferos es una de las prin-
cipales preocupaciones ambientales de muchos gobiernos, ademas de una fuen-
te de graves problemas de indole sanitario y social.

La ecologia necesita analizar de forma detallada las dinamicas y transformaciones
de los solutos para comprender las interacciones entre los organismos fluviales y
su entorno quimico. De aqui la relevancia de los estudios biogeoquimicos en eco-
logia fluvial, como ya se ha mostrado en los capitulos 4 y 6. En el marco de la bio-
geoquimica, el carbono, nitrégeno y fésforo tienen un protagonismo destacado
porque son elementos esenciales para la biota y porque la alteracién de sus con-
centraciones como consecuencia de la actividad humana tiene unas implicacio-
nes socioeconémicas y sanitarias que van mas alla de las estrictamente ecologicas.
Sin embargo, aunque este capitulo se centra en los nutrientes, no podemos olvi-
dar que, en la naturaleza, el agua es una disolucién extremadamente compleja,
con infinidad de sustancias disueltas, muchas de las cuales pueden tener relevan-
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cia biolégica, ya sea por influir directamente en algunos organismos, por su to-
xicidad, por afectar a la solubilidad de otros compuestos, o simplemente por su
efecto global en las relaciones osmoéticas (Margalef 1983).

7.2. Las sustancias disueltas en el agua

Se dice a menudo que el agua es el disolvente universal, ya que es capaz de disolver
tanto sustancias polares como apolares. Por ello, y dado que el ciclo hidrolégico
pone el agua en contacto con muy diversos sustratos (las rocas de los acuiferos, el
mantillo del suelo, los compuestos organicos de los sedimentos...) y con organismos
de todo tipo, el analisis exhaustivo de cualquier muestra de agua refleja un largo lis-
tado de sustancias inorganicas, y otro habitualmente atin mayor de sustancias or-
ganicas disueltas. Ello hace imposible describir con exactitud la quimica de las aguas
fluviales sobre la base de parametros quimicos como constantes de solubilidad, po-
tencial redox o pH (Manahan 1994). Ante la imposibilidad de una caracterizacién
total de ese tipo, el investigador en ecologia fluvial se ve limitado a medir un deter-
minado conjunto de variables que permitan una descripcion somera del medio
(por ejemplo, la conductividad eléctrica como reflejo de la cantidad total de sales
disueltas), o que ofrezcan informacién de interés sobre algiin aspecto parcial del
ecosistema, como ocurre, por ejemplo, cuando se estudian ciertos contaminantes.
Es habitual hacer la distincion entre elementos conservativos, cuyas concentracio-
nes apenas se ven afectadas por la actividad biol6gica, y elementos no conservativos,

basicamente los nutrientes de mayor relevancia biolégica (macronutrientes).

Entre los gases disueltos en al agua, tienen especial importancia el oxigeno y el CO,.
Ademas de determinar la posibilidad o no de presencia de innumerables organis-
mos en las aguas, la concentracién de oxigeno influye en la solubilidad de otras mu-
chas sustancias, como hierro, manganeso o fésforo, y su disponibilidad es funda-
mental en la regulacién de solutos como el amonio y el nitrato. El diéxido de
carbono disuelto en al agua forma acido carbénico, que tiene un papel fundamen-
tal en la disolucion de las rocas. Ademas, el acido carbonico puede perder proto-
nes y formar iones bicarbonato y carbonato. Estos dos acidos débiles conforman el
sistema carbonico-carbonato, que controla la alcalinidad de las aguas continentales,
es decir, la capacidad de tamponar el pH ante la llegada de protones al medio.

Las aguas fluviales incorporan numerosos elementos disueltos del grupo de los me-
tales, que normalmente aparecen ligados a otras especies quimicas (por ejemplo,
como hidréxidos, o quelados a compuestos organicos), y no como cationes aislados.
El metal mas abundante es habitualmente el calcio, que proviene, entre otros, de la
disolucion de rocas carbonatadas y determina (junto con el magnesio) la dureza del
agua. El calcio es un componente en los esqueletos de numerosos organismos acua-
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ticos, por lo que su concentraciéon es una variable quimica de interés biolégico.
Otros metales, como el magnesio, aluminio o el hierro, son micronutrientes nece-
sarios para los organismos, pero en condiciones dcidas su solubilidad aumenta de
forma que pueden producir efectos toxicos. El sodio y el potasio son nutrientes
de gran importancia, pero que rara vez son limitantes en rios. Entre los metaloides,
el silicio (habitualmente en forma de silicato) es uno de los elementos mas abun-
dantes, y se halla asociado a sustratos silicatados, como areniscas. Su relevancia bio-
logica es significativa para grupos especificos, como las algas diatomeas. Entre los
no metales cabe destacar el nitrégeno y fosforo, importantes macronutrientes que
trataremos mas adelante, el cloro, que habitualmente forma ion cloruro, o el azu-
fre, que en condiciones anaeré6bicas da lugar a interesantes rutas metabolicas.

Aparte de las sustancias inorganicas que hemos mencionado, en las aguas fluviales
se encuentra gran numero de sustancias organicas disueltas. E1 mas importante es
el carbono organico disuelto, que incluye moléculas muy diversas en cuanto a su
peso molecular y biodisponibilidad: glucosa, celulosa, hemicelulosa... También
otras moléculas de lipidos, fosfolipidos, proteinas y acidos nucleicos. Las sustancias
organicas fluviales muestran un amplio espectro, desde compuestos simples, como
aminoacidos o azicares sencillos, a polimeros complejos como algunas sustancias
humicas, o incluso a sustancias coloidales, en la frontera entre la materia disuelta
y la particulada. Algunas de estas sustancias son liberadas directamente de los se-
res vivos como, por ejemplo, por lavado de hojarasca o por excreciéon extracelular
del fitoplancton, otras se forman en complejas reacciones a partir de precursores
mas sencillos. Otras muchas provienen directamente de la lisis celular.

Ademas, un gran nimero de materiales organicos sintéticos llega a las aguas flu-
viales como resultado de la accion humana. Su diversidad va aumentando con-
forme las nuevas sustancias sintéticas creadas por la actividad del hombre van
siendo utilizadas y vertidas al medio ambiente, lo que hace de las aguas conti-
nentales un coctel de creciente complejidad. Algunas sustancias organicas tienen
importantes efectos biologicos a concentraciones muy bajas, del orden de partes
por trillén o incluso inferiores. Un aspecto que esta causando preocupacion es la
disrupcion hormonal, o efecto de sustancias que actian como hormonas al ser
absorbidas. Por ejemplo, la concentracion de estrégenos humanos en aguas flu-
viales cercanas a las grandes ciudades se esta convirtiendo en un problema de
enorme trascendencia (Petrovic et al. 2002). Igualmente preocupante es la pre-
sencia de plaguicidas, sobre todo como el DDT, de larga persistencia y cuya con-
centracion aumenta a lo largo de las redes tréficas por bioacumulacion.

Las propiedades quimicas del agua de los rios son altamente variables. Ejemplos
de la diversidad de la composiciéon quimica de diferentes sistemas continentales
naturales pueden hallarse en numerosos libros y articulos (Drever 1997, Van der
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Leeden et al. 1991, Meybeck 1987, Gaillardet et al. 1999). La presencia y abun-
dancia de un soluto en un determinado rio y momento depende de complejas
interacciones entre condicionantes. Entre ellas se pueden indicar el conjunto de
propiedades litologicas y geograficas de la cuenca de drenaje, su régimen clima-
tico e hidrolégico, la actividad biética tanto en la cuenca como en el cauce fluvial

y, finalmente, las complejas interacciones entre los mismos solutos.

La principal fuente de solutos en las aguas fluviales es el sustrato litologico por el
que fluye el agua antes de entrar en el cauce. La litologia de la cuenca influye en
la concentracion de SiO,, Fe*, Mn*, Ca*, Mg”, Na', K', CO,*, HCO,", SO,*,CI',y
en el grado de acidez, alcalinidad y fuerza ionica de las aguas. Por ello, las carac-
teristicas quimicas de las aguas difieren mucho entre cuencas, mostrando algunos
rios tipos de agua muy especiales y valores extremos en variables quimicas (Mar-
galef 1983). El agua almacenada en acuiferos profundos esta en condiciones de
baja temperatura y elevada presion, condiciones en las que aumenta su capacidad
de disolver carbonatos. Al manar por las fuentes, su temperatura y presién se equi-
libran con las exteriores, lo que implica cambios en la carga disuelta, por ejemplo,
precipitacion de carbonatos en los arroyos travertinicos. En su transporte longitu-
dinal, el agua entra en contacto durante tiempos variables con los sedimentos flu-
viales y/o estructuras fisicas que ralentizan su movimiento y activan reacciones de
oxidorreduccion en presencia de materia organica. Ademas, se producen comple-
jas reacciones de intercambio i6nico con los sedimentos, especialmente en el caso
de arcillas, cuya gran relaciéon superficie-volumen las hace especialmente activas.

El clima es un factor importante en la definicién del quimismo de las aguas circu-
lantes. La temperatura regula, entre otras cosas, la solubilidad de O, y CO, en el
agua y acelera la disolucion de minerales. La evaporaciéon concentra las sales mi-
nerales en el agua restante. La lluvia es ligeramente 4cida, por lo que en escalas de
tiempo geologicas contribuye a disolver y erosionar el sustrato litol6gico. A mas aci-
dez, mas disolucion de minerales. Se especula que cambios en la acidez de la lluvia
pueden alterar incluso la movilizacion de la materia organica disuelta (MOD). A me-
nor acidez menor MOD en las aguas continentales. En zonas costeras, la influen-
cia marina se manifiesta con la llegada de lluvias y aguas fluviales ricas en CI"y Na".

7.3. Variaciones en el quimismo de los rios

Los cambios hidrolégicos tanto estacionales (sequias, deshielos) como repentinos
(crecidas) determinan unos cambios biogeoquimicos que pueden aportar infor-
macion sobre el funcionamiento del sistema fluvial y sus interacciones con la
cuenca. Asi, en una cuenca forestada, durante las crecidas los aportes terrigenos
en el agua de escorrentia causan incrementos en las concentraciones de MOD y
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de nitratos, mientras que el pH y la concentracion de sales minerales pueden dis-
minuir bruscamente. Por otro lado, durante las sequias la concentracion de sales,
MOD y amonio puede dispararse, mientras que el oxigeno y nitrato pueden des-
aparecer por actividad microbiana.

La actividad biética tanto en la cuenca como en el cauce fluvial modula la dispo-
nibilidad de carbono, nitrégeno, fésforo y otros elementos. Por ejemplo, cambios
de usos del territorio, a raiz de la actividad humana, pueden inducir cambios en
la concentracién de HCO, en los fredticos y aguas de escorrentia, y las activida-
des fotosintéticas y de respiracién influyen en la concentracion de oxigeno, del
carbono inorganico disuelto (y por tanto en la alcalinidad) y del pH.

En este capitulo nos proponemos describir las principales técnicas de recogida y
preservacion de muestras de aguas fluviales, asi como algunas de las técnicas anali-
ticas basicas mas utilizadas en su caracterizaciéon. El conjunto de técnicas que apa-
rece a continuacion se centra en las analiticas del carbono, nitrégeno y fésforo, tan-
to inorganicos como orgdnicos (cuadro 7.1). Hemos creido conveniente incluir
algunas técnicas especificas basicas relativas a la caracterizacion tanto cuantitativa
como cualitativamente de la MOD, porque el acrénimo MOD integra una comple-
ja mezcla de compuestos himicos (acidos himicos y falvicos y otras moléculas no
totalmente caracterizadas) y no htimicos (sustancias grasas, carbohidratos, polisa-
caridos, aminodcidos, proteinas y resinas) de diferentes tamanos y composiciones,
que refleja sus diferentes origenes y disponibilidad para los microorganismos. En
consecuencia, en muchas ocasiones interesa conocer no solamente el contenido de
carbono, nitrégeno y fésforo organico disueltos (COD, NOD y POD, respectiva-
mente) sino su calidad, que puede aportar informacioén muy valiosa en lo que se re-
fiere a los procesos de descomposicion y transformacion del material organico.

Elemento  Soluto Método Referencia

Carbono Organico  MOD Carbono organico disuelto Servais et al. 1989
biodegradable
Indice de fluorescencia McKnight et al. 2001

Inorginico CID  Viraje de un indicador de pH Mackereth et al. 1978
Método de Gran

Nitrégeno  Total NTD Método de la oxidacién Adaptado de Koroleff 1983

Inorginico NO,  Método de la sulfanilamida ~ Mackereth et al. 1978

NH," Método del salicilato Reardon et al. 1966.
NO," Método de la reduccion Adaptado de Mackereth et
a nitrito al. 1978
Fosforo Total PTD  Método de la oxidacion Adaptado de Koroleff 1983
Inorganico PRS  Método del molibdato Murphy y Riley 1962
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Cuadro 7.2:

Peligrosidad especifica de
los reactivos utilizados en
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cd B =
NaNoO, B (8

H,SO,; HCL; NaOH &
C,CLN,NaO,-2H,0; CuSO,; C,H,0,SbK
HgCl,; NaN,

KOS,

NH,CI; C,,H,,CLN,

KNO,

Nota: Los demads reactivos descritos en los diferentes métodos no mencionados en esta lista no constituyen un
peligro ni para el analista ni para el medio ambiente.

Las técnicas que se describen no pretenden abarcar el universo de la quimica ana-
litica. Este capitulo es un texto introductorio a la quimica analitica aplicada a la
biogeoquimica fluvial, y un primer paso hacia textos mas especificos (véanse refe-
rencias bibliograficas). Asimismo, no se mencionan las técnicas de medida rutina-
rias, de campo o laboratorio mediante aparatos especificos (como oxigeno, pH'y
conductividad), ya que sus detalles técnicos varian de uno u otro aparato. Hemos
intentado describir técnicas analiticas que no precisen instrumentacion sofisticada
y costosa, aunque si es necesario un laboratorio equipado con el material basico,
que para algunas técnicas requerira de campana extractora, espectrofotémetro,
fluorimetro y analizador de carbono organico disuelto (COD). Por 1ltimo, se re-
comienda a los que deban efectuar los analisis que consideren las medidas de se-
guridad adecuadas para el analista y para el medio ambiente (cuadro 7.2).

7.4. Muestreo, almacenamiento y conservacion de las muestras

Para gran parte de los analisis, las muestras pueden almacenarse en botellas de
polietileno. Son botellas ligeras que no se rompen facilmente y bastante inertes
(a excepcion del fosfato), resultando asi particularmente apropiadas para la re-
colecciéon de muestras in situ. Se puede optar por envases mas inertes como el
cuarzo o el borosilicato, pero son mas caros. Aunque dichos materiales son im-
prescindibles si el interés se centra en el fosfato (para utilizar botellas de polieti-
leno, véase Mackereth et al. 1978).

Las botellas necesitan un minimo de mantenimiento para limitar al maximo los
problemas de contaminacion. Hay que limpiar las botellas nuevas con acido (por
ejemplo, una solucién al 10% de HC). Antes de recoger la muestra es indispen-
sable limpiar las botellas unas cuantas veces en el campo con la misma agua que

se quiere muestrear. Si se muestrean de forma repetida rios con marcadas dife-
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rencias quimicas, es aconsejable utilizar siempre las mismas botellas para cada si-
tio y evitar asi una contaminacion cruzada. El iltimo paso consiste en eliminar las
particulas en suspension (organicas o inorganicas y vivas o muertas) que pueden
alterar las caracteristicas quimicas de las muestras antes de llegar al laboratorio.
En consecuencia, si las condiciones lo permiten, es muy recomendable filtrar in-
mediatamente las muestras en el campo. Se pueden recoger las muestras con una
jeringa equipada con un portafiltros y verter la muestra filtrada directamente en
la botella. Si se necesita un volumen importante, la filtracion se puede ejecutar
mediante bombas peristalticas de campo (existen modelos comercializados ali-
mentados con bateria de 12 V). Si no pudiese realizarse in situ, la filtracién se
debe efectuar lo mas rapidamente posible en el laboratorio.

La filtracién es un paso fundamental en la fase de muestreo y almacenamiento de
las muestras. Se utilizan mucho los filtros de fibra de vidrio (por ejemplo los GF/F
de Whatman). Aunque tienen una porosidad no totalmente definida (~0,7 pm) y
pueden dejar pasar bacterias, poseen numerosas ventajas porque son inertes, per-
miten una filtracion bastante rapida y se pueden calcinar previamente en una mufla
a 450 °C durante 4 horas para eliminar trazas de sustancias organicas. Si se necesita
eliminar totalmente las bacterias del agua, los filtros de nailon de porosidad 0,2 pm
representan una solucion valida, aunque no son totalmente inertes. Para filtrar en el
campo se aconseja utilizar filtros de 47 mm de didmetro, ya que se colmatan mds len-
tamente que los de 25 mm. Ademas, son muy ttiles los portafiltros transparentes que
permitan ver el estado del filtro durante el proceso. Es fundamental manipular siem-
pre los filtros con pinzas. Los filtros de fibra de vidrio calcinados se envuelven pre-
viamente en papel de plata para facilitar su transporte e impedir su contaminacion.

Una vez filtradas, las muestras estan listas para su analisis y se pueden almacenar
unas horas a 4 °C. Si por cuestiones logisticas la analitica no puede llevarse a cabo
inmediatamente, es indispensable preservar las muestras. No existe una técnica
universal de conservacion de muestras que sea efectiva para todos los solutos. Ade-
mas, anadir algin conservante quimico implica manipular las muestras (abrir y
cerrar botellas y utilizar pipetas) y aumentar asi los riesgos de una contaminacion
imprevista. Seguramente la técnica de conservacion menos agresiva es la conge-
lacion, siempre y cuando no interese cuantificar gases, carbono inorgdnico disuelto
(CID), pH, fésforo y calcio (Mackereth et al. 1978). Acidificar las muestras hasta
pH = 2 es también otra solucion parcial y obligatoria para la analitica del COD.
Inevitablemente, el uso de un acido impide siempre la ejecucién de algtn tipo de
analitica. Por ejemplo, acidificar las muestras con dcido nitrico o clorhidrico al-
tera las concentraciones de nitréogeno y cloro respectivamente. Ademas cualquier
tipo de acidificacién impide la analitica del CID. Para conservar la materia orga-
nica disuelta y evitar el crecimiento bacteriano se utilizan el cloruro de mercurio

(HgCl,) o la azida de sodio (NaN,), pero el mercurio es un elemento altamente
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toxico y los residuos liquidos que contienen trazas de este elemento necesitan un
tratamiento especial. La azida también es muy toxica, puede traspasar la piel y
contamina las muestras de nitrégeno y sodio.

7.5. Material de laboratorio indispensable

El cuadro 7.3 detalla el material de laboratorio, tanto inventariable como fungible,
indispensable para la ejecucion de las técnicas descritas en este capitulo. En el cua-
dro se especifican cubetas de diferente longitud para las lecturas con el espectrofo-

tometro y el fluorimetro. La longitud de las cubetas puede variar dependiendo de

Cuadro 7.3: Técnicas
Material de laboratorio —_———————————
necesario para el desarroflo Material de laboratorio CID MOD NH,” NO, NO,” NTD PRS PTD
de las técnicas analticas  Espectrofotémetro v v v v v v v
descritas Fluorimetro v

Analizador de COD v
Campana extractora v v
Horno-mufla v
Autoclave v v
pH-metro v
Cubetas de cuarzo (1,5 o 10 cm) v v
Cubetas de vidrio (1, 5 0 10 cm) v v v v v
Agitador magnético

Estufa

Balanza de precision

N N
<
<
<
<
<
<
<

Dispensador de precision

Micropipetas (0,1-10 mL) 4 v v v v 4
Pipetas repetidoras (1-10 mL) v v v v v v
Erlenmeyer de 100 mL v
Matraces aforados (1000, 100, 50 y 25 mL) v v v v v v
Frascos de Pyrex de 250 mL v
Frascos de vidrio ambar (100-1000 mL) v v v v v v v
Botellas de polietileno (1000 mL) v v
Bureta de vidrio de 50 mL v
Tubos (con tapones) de teflon

+ cinta de teflon v v
Viales de vidrio de 25 mL v 4 v v v
Cuentagotas de vidrio v
Espatula v
Filtros Whatman GF/F v v v v v v v v
Filtros de nailon de 0,2 mm de poro v
Pinzas v v 4 v v v v v

PRS: fésforo reactivo soluble.
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las concentraciones esperadas. Para concentraciones bajas utilizar cubetas de 10 cm.
En el caso del COD, la cubeta de 1 cm de cuarzo suele ser suficiente. Las pipetas au-
tomaticas se pueden sustituir por pipetas normales, aunque ello redunda en una
menor cantidad de muestras analizadas por unidad de tiempo. La campana extrac-
tora es indispensable durante la fase de preparaciéon de un reactivo de la analitica
del fosforo reactivo soluble (PRS), que desprende vapores durante su elaboracion.

Técnica 9. Determinacién del carbono inorganico disuelto (CID)

En las aguas naturales, la forma predominante de CID es el ion carbonato acido (ion
bicarbonato). Este soluto es un acido débil que viene hidrolizado en el agua con la
consecuente produccion de iones hidroxido y el incremento de pH. La concentra-
cion de iones carbonato acidos se puede estimar mediante un proceso de titulacion
con un acido de concentraciéon conocida que sustrae los iones hidréxidos y trans-
forma el ion carbonato acido en acido carbonico o anhidrita carbonica disuelta. Esto
se verifica a un pH de 4,5. La cantidad de acido que se necesita anadir a la muestra
para llegar a este pH se corresponde, aproximadamente, con los equivalentes de car-
bonato dcido que contenia la muestra antes de empezar la titulacion. En definitiva,
mediante la titulacion con el acido se mide la alcalinidad en equivalentes de la mues-
tra, aunque a la alcalinidad del agua pueden contribuir otros acidos débiles, ademas
de los bicarbonatos, como acidos orgdnicos, silicatos y fosfatos.

En este apartado se ilustran dos técnicas de medida de la alcalinidad de una
muestra: mediante el viraje de un indicador de pH = 4,5 (el verde de bromocre-
sol) y mediante el método de Gran. El primer método es muy apropiado para es-
timar la alcalinidad en el campo, mientras que el segundo es mads preciso, e indi-
cado para aguas de baja alcalinidad y/o alto contenido en materia organica.

Técnica 9a. Viraje de indicador de pH (Mackereth et al. 1978)
PROCESADO DE LAS MUESTRAS

1. Verter 80 mL de muestra filtrada en un matraz Erlenmeyer de 100 mL al que
se le introduce un agitador magnético a la minima velocidad del aparato.

2. Anadir 4-5 gotas de solucion de verde de bromocresol (indicador de pH = 4,5)
con un cuentagotas. La muestra adquiere un color azul-verdoso.

3. Empezar la titulacién anadiendo, poco a poco, y mediante un dispensador de
precision una solucion de H,SO, 0,02 N hasta que el color de la muestra pase
a ser rosa palido. El cambio de color indica que el pH de la solucién ha llega-
do a 4,5. Apuntar el volumen de acido utilizado.

El carbono inorganico es
un importante nutriente
para las plantas,
ademas de tamponar

el pH de las aguas
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4. Calcular la alcalinidad (Alk) de la muestra en meq/L mediante la siguiente
férmula:

CID = Alk = VaNy 1000 (7.1

M

donde V,: volumen de acido utilizado durante la titulacion (mL), N,: norma-
lidad del acido, y V,,: volumen inicial de la muestra.

MATERIAL NECESARIO

Véase el cuadro 7.2.

— El matraz de Erlenmeyer de 100 mL es adecuado para poder agitar la mues-
tra sin que el liquido vierta al exterior.

— La solucion de H,SO, se coloca en un frasco de vidrio de 1000 mL con un dis-
pensador de precision que indica el volumen de acido anadido.

— La botella de vidrio de unos 200 mL se necesita para el indicador verde de
bromocresol.

Reactivos necesarios

— Solucién de 1 L de H,SO, 0,02 N (guardada en botella de vidrio).

— Agua desionizada.

— Indicador de color a pH = 4,5. Se puede utilizar el indicador de verde de bro-
mocresol sal de sodio (G, H,,O,Br,SNa). Diluir 100 mg de bromocresol en
100 mL de agua destilada.

Es importante estimar la normalidad exacta del acido antes de valorar las mues-
tras. La estandarizacion del acido se establece midiendo la alcalinidad de una so-
lucién de normalidad conocida siguiendo los pasos descritos anteriormente. La
normalidad del acido (N,, en meq/L) se calcula mediante la siguiente férmula:

N, = M1000 (7.2)
1%
A

donde V,,: volumen de la solucion alcalina (mL), N,: normalidad de la solucion
alcalina, y V,: volumen del acido utilizado durante la titulacién (mL).

Técnica 9b. Método de Gran (Mackereth et al. 1978)

En este método la muestra se acidifica hasta un pH < 3,5; se necesita disponer de
un pH-metro y un dispensador muy precisos.

106



LA QUiMlCA DE LAS AGUAS. LOS NUTRIENTES TECNICA 10
PROCESADO DE LAS MUESTRAS

1. Verter 80 mL de muestra filtrada en un matraz de Erlenmeyer de 100 mL al
que se le introduce un agitador magnético a la minima velocidad del aparato.
Colocar el pH-metro dentro de la muestra.

2. Anadir el acido previamente estandarizado hasta llegar a un pH de 4,3, y ano-
tar el volumen de acido utilizado.

3. Anadir dos gotas mas de dcido y apuntar el valor de pH de la muestra y el vo-
lumen del acido utilizado.

4. Repetir el paso anterior de cinco a siete veces hasta llegar a un pH de 3,5.

5. Del conjunto de datos de pH y de volumen de acido anadido (V,, en mL) se
calcula el valor /"mediante la siguiente férmula:

F =[antilog(5 - pH)|(V,, - V,) (7.3)

donde V,: volumen inicial de la muestra (mL), y V,: volumen de 4cido utiliza-
do en la titulacion (mL).

6. Representar la recta que relaciona el valor F (eje y) con el volumen de acido
anadido (eje x) y calcular el valor de V, cuando F'= 0.

7. Calcular la alcalinidad mediante la ecuacién 7.1 y utilizar en la férmula el va-
lor de V, estimado en el paso anterior.

MATERIAL NECESARIO

Véase el cuadro 7.2. La solucién de H,SO, se coloca en un frasco de vidrio de
1000 mL con un dispensador de precisiéon que indica el volumen de dcido ana-
dido. Es fundamental utilizar un pH-metro bien calibrado y sensible a los cam-
bios de pH bajos.

Reactivos necesarios
— Agua desionizada.
— Solucién de 1000 mL de H,SO, 0,02 N, dispuesta en botella vidrio.

Técnica 10. Materia organica disuelta (MOD)

En muchos estudios biogeoquimicos y microbiolégicos es preciso analizar una
cantidad muy elevada de muestras, para lo que puede ser interesante disponer
de técnicas que indiquen la calidad de la MOD sin requerir grandes equipos
analiticos. A continuacion se describen dos técnicas con esta finalidad: el anali-
sis del carbono organico disuelto biodegradable (CODB) y el andlisis del indice de
fluorescencia.
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Técnica 10a. Carbono organico disuelto biodegradable (CODB)
(Servais et al. 1989)

Este analisis consiste en un pequeno bioensayo de laboratorio que permite cuan-
tificar el consumo de carbono organico disuelto (COD) mediante una incuba-
cion de las muestras durante 28 dias. Para su desarrollo es preciso disponer de un
analizador de COD. Este bioensayo debe realizarse en cuanto sea posible, con las
muestras frescas y transportadas a 4 °C para evitar cualquier proceso de degrada-
cién microbiana de la materia organica previa al analisis. Se recomienda analizar
cinco réplicas de cada muestra, ya que es facil que aparezca alguna contaminada.

PROCESADO DE LLAS MUESTRAS

1. Filtrar la muestra mediante filtros Whatman GF/F previamente muflados y
luego por filtros de 0,2 pm de poro (por ejemplo, de nailon). Asi se eliminan
las particulas y la mayor parte de bacterias.

2. Verter 200 mL de muestra filtrada por 0,2 pm en un frasco de vidrio Pyrex de
250 mL previamente muflado (4 horas a 450 °C).

3. Anadir en el frasco 2 mL de muestra filtrada por filtros Whatman GF/F pre-
viamente muflados. Estos 2 mL serdn el in6culo de bacterias de la misma agua
muestreada y, por tanto, los responsables del proceso de mineralizacion de la
MOD contenida en la muestra.

4. Tapar el frasco con tap6n de rosca y agitar suavemente.

5. Tomar dos muestras de 20 mL (en viales de vidrio muflados) del frasco para de-
terminar el contenido de COD inicial. Fijar con 100 pL de azida sédica 2,7 mM
y acidificar con 100 pL. de acido clorhidrico 2 N. Guardar las muestras para ana-
lizarlas juntamente con las muestras finales.

6. Incubar el frasco durante 28 dias en lugar seco, a oscuras y a una temperatura
constante (18-20 °C).

7. Tomar dos muestras de 20 mL (en viales de vidrio muflados) del frasco para de-
terminar el contenido de COD final. Fijar con 100 pL de azida sédica 2,7 mM
y acidificar con dcido clorhidrico.

8. Analizar el contenido de carbono en las dos muestras iniciales y las dos mues-
tras finales con el analizador de COD, anadiendo las muestras patrén nece-
sarias.

9. Calcular el contenido CODB mediante la diferencia entre el COD inicial y final.
Si se conoce el COD de la muestra se puede calcular también el porcentaje de CODB
y el complementario, el porcentaje de CODR (carbono organico disuelto recalcitrante).

MATERIAL NECESARIO

Véase el cuadro 7.3.
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Reactivos necesarios

— Acido clorhidrico 2 N.

— Azida sédica (NaN,) 2,7 mM: disolver 1,76 mg en 100 mL de agua desioniza-
da. Guardar en un frasco de vidrio en la nevera.

Técnica 10b. Indice de fluorescencia (McKnight et al. 2001)

Esta técnica se basa en las caracteristicas fluorescentes de la materia organica,
especialmente del material hiimico, y requiere el uso de un fluorimetro. Es un
indice que se desarroll6 para aguas dulces y que permite tener una indicacion
del origen de la MOD: terrestre (con mas contenido de anillos aromaticos en
los compuestos hiimicos) o microbiano. La técnica es sencilla y permite tratar
un numero elevado de muestras; consiste en hacer dos mediciones de fluores-
cencia. Actualmente este campo metodologico esta en fase de expansion. Por
ejemplo, en lugar de hacer mediciones puntuales se pueden realizar espectros
de fluorescencia (barrido de un rango de longitudes de onda de excitaciéon y de
emision), lo que permite tener una idea mas detallada de las propiedades de la
MOD.

PROCESADO DE LAS MUESTRAS

1. Filtrar de 5 a 20 mL de muestra (Whatman GF/F previamente muflados).

2. Acidificar la muestra hasta pH = 2 con acido clorhidrico 2 N.

3. Preparar el blanco (patrén de concentraciéon cero) con agua Milli-Q acidifica-
da hasta pH = 2.

4. Medir la fluorescencia en cubeta de cuarzo de la muestra y del blanco a 370
nm de excitaciéon y 450 y 500 nm de emision (si el fluorimetro permite hacer-
lo, escanear la fluorescencia de emisién entre 400-700 nm fijando la excitacién
a 370 nm, para comprobar que el maximo de fluorescencia ocurre aproxima-
damente a los 450 nm de emision).

5. Corregir la fluorescencia de la muestra con el blanco.

6. Calcular el indice de fluorescencia como el cociente entre la fluorescencia a
370/450 nm de excitacién/emisién y a 370/500 nm de excitacién/emision.

7. Elindice de fluorescencia adquiere habitualmente valores de entre 1,2y 2. Va-
lores en el extremo superior del rango indican un mayor contenido de MOD
de origen microbiano y valores en el extremo inferior, un mayor contenido de
MOD de origen terrestre.

MATERIAL NECESARIO

Véase el cuadro 7.3.

109

La materia organica de
origen terrestre se puede
distinguir por su mayor
contenido en anillos
aromaticos



Es importante analizar el
amonio cuanto antes y
evitar la contaminacion

de las muestras
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Reactivos necesarios
— Acido clorhidrico 2 N.

Técnica 11. Nitrégeno inorganico disuelto

El nitrogeno inorganico disuelto (NID) en aguas naturales esta formado principal-
mente por iones nitrato (NO,), amonio (NH,") y nitrito (NO,").

Técnica 11a. Amonio: método del salicilato (Reardon et al. 1966)

Técnica colorimétrica que consiste en anadir a la muestra dos reactivos que reac-
cionan con el amonio disuelto en el agua, proporcionando a la muestra un color
caracteristico cuya intensidad es funcion de la concentracion del amonio. Es in-
dispensable preparar una serie de patrones de concentracion conocida de amonio
y un blanco (patrén de concentraciéon cero) que permita convertir las lecturas de
absorbancia en concentraciones. Los patrones se procesan como las muestras. El
amonio es un soluto que hay que analizar lo antes posible. Si la analitica no se pue-
de ejecutar rapidamente puede considerarse el congelar las muestras. Cuando se
anaden los reactivos es importante que las muestras no estén en contacto durante
mucho tiempo con el aire, ya que éste puede ser una fuente de contaminacion.

PROCESADO DE LAS MUESTRAS

. Colocar 10 mL de muestra filtrada en un vial de vidrio de 25 mL.

. Anadir a la muestra 1 mL de reactivo 1. Agitar. Esperar un minuto.
. Anadir a la muestra 1 mL de reactivo 2. Agitar.

. Colocar la muestra a la oscuridad y esperar una hora.

QU W O N =

. Medir la intensidad del color de la muestra mediante un espectrofotémetro a
la longitud de onda de 690 nm.

2]

. Anotar la absorbancia.
7. Calcular la concentracién en funcién de la recta patrén.

MATERIAL NECESARIO

Véase el cuadro 7.3.

Reactivos necesarios

— Reactivo 1. Disolver 3,4 g de salicilato sodico (HOC;H,COONa), 4 g de citra-
to trisédico dihidratado (C;H,Na,O,-2H,0) y 0,04 g de nitroprusiato de sodio

dihidratado (Na,[Fe(CN) ,NO]-2H,0) en 100 mL de agua desionizada.
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— Reactivo 2. Disolver 1 g de hidroxido de sodio (NaOH) y 0,08 g de sal de so-
dio del dcido dicloroisociamina (Cl,Na(NCO),-2H,0) en 100 mL de agua des-
ionizada.

— Solucién madre de ion amonio de 1000 mg/L de NH,-N: disolver 3,821 g de
NH,CIl en 1000 mL de agua desionizada. Conservar en la nevera en la oscu-
ridad.

Técnica 11b. Nitrito: método de la sulfanilamida (Mackereth et al. 1978)

La siguiente técnica es colorimétrica. El procesado de las muestras es idéntico al
método del amonio descrito anteriormente. Es indispensable preparar una serie
de patrones de concentracion conocida de nitrito y un blanco (patrén de con-
centracion cero) que permita convertir las lecturas de absorbancia en concentra-
ciones. Los patrones se procesan como las muestras. El nitrito es un soluto muy
inestable y suele detectarse a concentraciones muy bajas, por lo cual se debe ana-
lizar lo antes posible. Es adecuado congelar las muestras si la analitica no se pue-
de ejecutar rapidamente.

PROCESADO DE LAS MUESTRAS

. Colocar 20 mL de muestra filtrada en un vial de vidrio de 25 mL.
. Anadir a la muestra 0,4 mL del reactivo 1. Agitar.

Esperar 5 minutos.

. Anadir 0,4 mL de reactivo 2. Agitar.

. Colocar la muestra en la oscuridad y esperar 30 minutos.

S Ot W= 00 N =

. Medir la intensidad del color de la muestra mediante un espectrofotémetro a
la longitud de onda de 543 nm.

7. Anotar la absorbancia.

8. Calcular la concentracion en funcién de la recta patron.

MATERIAL NECESARIO
Véase el cuadro 7.3.

Reactivos necesarios

— Reactivo 1. Disolver 1 g de sulfanilamida (C;H,N,O,S) en 100 mL de una solu-
cién al 10% de acido clorhidrico (10 mL de HCI en 90 mL de agua desionizada).

— Reactivo 2. Disolver 0,1 g de dihidrocloruro de N-l-naftil-etilendiamina
(C,,H,,CL,N,) en 100 mL de agua desionizada.

— Solucion madre de nitrito de 100 mg/L de NO,-N: disolver 0,492 g de NaNO,
en 1000 mL de agua desionizada. Conservar en la nevera.
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El nitrato se reduce a
nitrito al atravesar una
columna de cadmio
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Técnica 11c. Nitrato: método de la reduccion a nitrito
(adaptado de Mackereth et al. 1978)

Técnica colorimétrica que consiste en reducir previamente el nitrato a nitrito me-
diante cadmio. Posteriormente, la analitica es idéntica a la detallada anterior-
mente para el nitrito (técnica 11b). Este método mide la suma de nitrato + nitri-
to. Si la concentracion de nitrito es relevante, la estima del nitrato se hace por
diferencia. El uso del cadmio complica notablemente el procesado de las mues-
tras, sobre todo si se necesita analizar muchas muestras manualmente. Esta mis-
ma técnica es mucho mas comoda y rapida si se dispone de un autoanalizador.

PROCESADO DE LLAS MUESTRAS

1. Anadir 2 mL de cloruro de amonio concentrado a 50 mL de muestra filtrada.

2. Hacer pasar la muestra por la bureta con cadmio activado. Desechar los pri-
meros 25 mL de muestra.

3. Guardar 20 mL de la segunda parte alicuota de la muestra que ha pasado por
la bureta; anadir los reactivos restantes a este volumen.

4. A partir de este momento, seguir los mismos pasos detallados para el analisis
del nitrito descrito en la técnica 11b.

Reactivos necesarios

— Cadmio granular de 0,3-1,6 mm de diametro. Tratamiento: antes de utilizarlo,
el cadmio necesita ser activado. La activaciéon es un proceso que consiste en
eliminar impurezas en la superficie del cadmio mediante una sucesion de so-
luciones de acetona y acido clorhidrico hasta que el metal adquiere un color
plateado-metalico bastante brillante.

1. Mezclar el cadmio con acetona para eliminar particulas organicas adheri-
das en la superficie del metal. Agitar y dejar reposar 15 min.

Purgar la acetona usada y limpiar el cadmio con agua desionizada.

Purgar el agua y reponer nueva acetona. Repetir los pasos 1y 2 tres veces.
Mezclar el cadmio con una solucion 6 N de HCI. Agitar y dejar reposar 15 min.
Purgar la solucion acida usada y limpiar el cadmio con agua desionizada.

SERSCA

Purgar el agua y reponer nueva solucion dcida. Repetir los pasos 4 y 5 tres
veces.

. Mezclar el cadmio con una solucién de sulfato de cobre al 2%. Agitar 5 min.

® 3

Purgar la solucion del sulfato de cobre usada y limpiar el cadmio con agua
desionizada.

9. Repetir los pasos 7y 8 tres veces hasta obtener un cadmio de color platea-
do brillante y el agua desionizada sin impurezas. Introducir el cadmio lim-
pio en 25 mL de una solucién de cloruro de amonio diluida. Colocar la so-
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lucién en una bureta de vidrio de 50 mL. Vigilar que no haya burbujas de
aire entre las particulas de cadmio dentro de la bureta. La bureta con el
cadmio esta lista para el procesado de las muestras.

[El cadmio es un metal toxico. Los residuos liquidos generados a través de

la activacion del cadmio necesitan un tratamiento especifico.]

— Solucién 6 N de HCI: 0,5 L de HCl en 0,5 L de agua desionizada.

— Solucién diluida de cloruro de amonio: 5 g de NH,Cl en 1 L de agua desio-
nizada.

— Solucion concentrada de cloruro de amonio: 200 g de NH,Cl en 1 L. de agua
desionizada.

— Solucién al 2% de sulfato de cobre: 20 g de CuSO, en 1 L de agua desionizada.

— Reactivos 1y 2 de la analitica del nitrito.

— Solucién madre de nitrato de 100 mg/L de NO,N: disolver 7,22 g de KNO,
en 1000 mL de agua desionizada. Conservar en la nevera.

MATERIAL NECESARIO

Véase el cuadro 7.3. Para este andlisis se necesita especificamente: una espatula
para ir removiendo el cadmio durante el proceso de la activacion, y una bureta
de vidrio de 50 mL donde se colocara el cadmio activado inmerso en solucion de
cloruro de amonio diluida.

Técnica 11d. Nitroégeno total disuelto (NTD) (adaptado de Koroleff 1983)

La medida del nitrégeno total disuelto requiere convertirlo a nitrato mediante
una oxidacion basica a alta presion. Posteriormente, la concentracion del nitrato
se estima mediante lectura espectrofotométrica. Este método mide la suma del ni-
trégeno inorganico y organico disueltos (NID + NOD). Si interesa cuantificar la
concentracion del NOD sera necesario haber estimado anteriormente las con-
centraciones de las diferentes formas del NID. En esta técnica se utilizan patro-
nes de nitrato y es indispensable también preparar blancos con agua desionizada
para restar la influencia de los reactivos de oxidacién en la lectura espectrofoto-
métrica.

PROCESADO DE 1.AS MUESTRAS

1. Colocar 20 mL de muestra filtrada en un tubo de teflon.
2. Anadir 2 mL de reactivo de oxidacion.

1. Cerrar el tubo y agitar.

4. Autoclavar los tubos durante 90 minutos a 110 °C.
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5. Una vez enfriada, agitar la muestra y disponer en una cubeta de cuarzo. Medir
la absorbancia a 275 (A,.;) y a 220 nm (A,,,).

6. Estimar la diferencia de las dos absorbancias: A,,, — A,,; (A,,;, debe ser menor
del 10% de A,,,). La lectura a 275 sirve para restar la interferencia que pueda

tener la materia organica a la lectura a 220 nm.

Reactivos necesarios

— Solucién de NaOH a 0,375 M: 15 g de NaOH en 1 L de agua desionizada. Esta so-
lucion se puede almacenar durante meses a la nevera en una botella de polietileno.

— Reactivo de oxidacion: disolver 5 g de peroxidisulfato de potasio (K,S,Oy) y
después 3 g de acido boérico (H,BO,) en 100 mL de la soluciéon de NaOH pre-
parada previamente. No invertir el orden de los reactivos en la preparacion
del reactivo de oxidacion.

MATERIAL NECESARIO

Véase el cuadro 7.3. Se necesita especificamente: un autoclave o una olla a pre-
sion de dimensiones apropiadas. Se precisa asimismo tubos de teflén con tapones
que se puedan autoclavar. La cinta de teflon sirve para poder sellar bien los tubos
antes de ponerlos en el autoclave. Por ultimo, se requiere un frasco de polietileno
para guardar la solucién de NaOH.

Técnica 12. Fosforo

Técnica 12a. Fosforo reactivo soluble (PRS)
(método del molibdato de Murphy y Riley 1962)

Técnica colorimétrica que consiste en hacer reaccionar molibdato con el fosforo,
proporcionando a la muestra un color azul. Los patrones se preparan con fosfa-
to y se procesan como las muestras. La preparacion de los patrones es la misma
descrita para las analiticas anteriores. Si las muestras no se pueden analizar in-
mediatamente se aconseja congelarlas.

PROCESADO DE LAS MUESTRAS

. Colocar 20 mL de muestra filtrada en un vial de vidrio de 25 mL.
. Anadir a la muestra 2 mL de reactivo 1. Agitar.

. Anadir inmediatamente 0,4 mL de reactivo 2. Agitar.

. Colocar la muestra a la oscuridad y esperar 45 minutos.

QU b O N

. Medir la intensidad del color de la muestra mediante un espectrofotémetro a
880 nm.
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Reactivos necesarios

— Reactivo 1. Para la preparacion de este reactivo se aconseja una campana ex-
tractora que elimine los vapores generados. Es un reactivo muy estable que se
puede conservar en frasco, en nevera a 4 °C, siempre y cuando no tenga un
color azulado, que indica la contaminacién por fésforo.

1. Pesar 0,2 g de tartrato de potasio y antimonio (C,H,0,SbK) y ponerlos en
un matraz de 1 L.

2. Anadir 500 mL de agua desionizada

3. Anadir, muy lentamente, 111 mL de acido sulftrico. Rellenar hasta cerca
de 800 mL con agua desionizada.

4. Sucesivamente, pesar 11,2 g de molibdato de amonio tetrahidratado
[(NH,)Mo,0,,.4H,0], y diluirlos poco a poco en la solucién. Agitar conti-
nuamente para facilitar la completa disolucion del molibdato.

5. Una vez enfriada, enrasar la solucion hasta 1 L.

— Reactivo 2. Disolver 27 g de dcido ascérbico en 500 mL de agua desionizada.
Se puede conservar en la oscuridad, en la nevera, mientras no adquiera un co-
lor rosado. También se puede congelar en una botella de polietileno durante
meses.

— Solucién madre de fosfato de 1000 mg/L de PO,-P: pesar 4,390 g de fosfato
diacido de potasio KH,PO, y diluirlos en un matraz hasta 1000 mL de agua

desionizada. Conservar en oscuridad, en la nevera.
MATERIAL NECESARIO

Véase el cuadro 7.3. Se necesita especificamente una campana extractora.

Técnica 12b. Fosforo total disuelto (PTD) (adaptado de Koroleff 1983)

El fosforo total disuelto se digiere mediante el mismo proceso de oxidacion que se
ha descrito para el NTD. En la digestion todo el PTD se oxida a fosfatos y sucesi-
vamente se cuantifica su contenido mediante el método del molibdato detallado

anteriormente (técnica 12a).

Este método mide la suma del PRS y del fésforo organico disuelto (POD). Si in-
teresa cuantificar la concentracion del POD sera necesario estimar anteriormente
la concentracion de PRS. Se utilizan patrones de fosfato, como en la analitica del
PRS, y es indispensable también preparar unos blancos con agua desionizada para
restar la influencia de los reactivos de oxidacion en la lectura espectrofotomé-
trica.

El fosforo total disuelto
incluye el fosforo
reactivo soluble y el
fosforo organico disuelto
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PROCESADO DE LLAS MUESTRAS

La fase de la digestion es idéntica a la descrita para el NTD (técnica 11d). Una
vez oxidadas las muestras se procede a analizar el PRS siguiendo el método del
molibdato descrito anteriormente (técnica 12a).

Reactivos necesarios
Se preparan los mismos reactivos necesarios para las analiticas del NTD y del PRS.

MATERIAL NECESARIO

Véase el cuadro 7.3. Se necesita el mismo material utilizado para las analiticas del
NTD y del PRS.
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CAPITULO

Retencion de nutrientes
en ecosistemas fluviales

EUGENIA MARTI Y FRANCESC SABATER

8.1. Introducciéon

Los ecosistemas fluviales son sistemas abiertos expuestos a una entrada continua
de materiales particulados y disueltos procedentes de la cuenca de drenaje. Parte de
este material es procesado por los organismos. En concreto, estos ecosistemas se ca-
racterizan por su elevada capacidad de transformar y retener nutrientes (Peterson
etal. 2001). Webster y Patten (1979) propusieron un nuevo concepto para describir
la dinamica de nutrientes en rios, acunando el término espiral de nutrientes, que com-
bina la retencion y el transporte (fig. 8.1). Este nuevo concepto incidia en que el ci-
clo de un nutriente en un sistema fluvial no ocurre en un mismo tramo, sino que se
cierra aguas abajo. Asi, la forma de la espiral depende de la velocidad de reciclaje
del nutriente y de la velocidad a la que es transportado aguas abajo (Newbold 1992).
Por tanto, el acoplamiento entre la retencién biotica y el transporte se puede llegar
a cuantificar en unidades de longitud, de modo que la espiral de nutrientes se des-
cribe como la longitud de una espira a través de los dos compartimentos fluviales,
la biota y la columna de agua (fig. 8.1). Esta longitud es la suma de dos distancias: la
distancia de asimilacion (S,,) y la distancia de retorno (S,) (Newbold et al. 1981).
La distancia de asimilacion es la que corresponde al promedio que recorre un nu-
triente en su forma disuelta a lo largo del rio hasta que es asimilado por la biota, y la
distancia de retorno es la que recorre un atomo en el compartimento biético hasta que
es regenerado de nuevo al agua. En general, la mayor parte de la longitud de la es-
piral de nutrientes corresponde a la distancia de asimilacion (Newbold et al. 1981).
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Figura 8.1:

llustracion esquematica de
la espiral de nutrientes
(linea de puntos) y los dos
componentes de la

distancia de la espiral- la
distancia de asimilacion (S,)
y la distancia de retorno (S,)

La espiral de nutrientes
informa de la afinidad
del ecosistema por un
nutriente determinado

CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

Estas distancias son el resultado de las distintas tasas de procesado y de retencion
de nutrientes del ecosistema fluvial (Stream Solute Workshop 1990). Asi pues, la
distancia de asimilacién indica la eficiencia de retencién de un nutriente por el eco-
sistema fluvial, es decir, la tasa de retencion relativa al flujo del nutriente. Distancias
cortas indican que el nutriente disuelto es retenido eficientemente. A su vez, la dis-
tancia de retorno nos indica la retentividad (es decir, capacidad de asimilacién y
transferencia a la red tréfica) por parte de la biota fluvial, por lo que distancias de
retorno largas indican que el ecosistema fluvial tiene una elevada retentividad.

Como el reciclado de nutrientes es, en gran medida, un proceso biético, la forma
de las espiras a lo largo de un rio es el resultado de la relacion entre la eficiencia
de asimilacion y la retentividad de los nutrientes por parte de la biota (Sabater y
Marti 2000). De tal modo, la estructura jerarquica de los rios determina cémo va-
ria el reciclaje de nutrientes en funcion de las comunidades que se suceden a lo
largo del gradiente fluvial. En los rios, la mayor parte de la actividad biolégica esta
asociada a los organismos benténicos, que a su vez estan influenciados por las
concentraciones de nutrientes y por el tiempo de residencia de éstos en la co-
lumna de agua (Elwood et al. 1983).Y por supuesto, la capacidad de asimilaciéon
varia con el tipo de comunidad fluvial, ya que depende de las estrategias vitales,
de la fenologia y de la complejidad de la estructura trofica.

Las comunidades fluviales retienen una fracciéon de los nutrientes disponibles y los
transfieren a través de las redes tréficas, de modo que reducen temporalmente la carga
de nutrientes aguas abajo. Asi, el flujo de nutrientes en los rios depende de la rela-
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cion entre la retencion y la regeneracion de nutrientes, y de la entrada continua de
nutrientes procedentes de la cuenca de drenaje. Por tanto, considerando la variacion
longitudinal de dichos factores a lo largo del gradiente fluvial, puede esperarse que
lalongitud total de la espira tienda a incrementarse rio abajo (Sabater y Marti 2000).

Hay distintas métricas para expresar la retenciéon de nutrientes en rios, pero todas
derivan de la distancia de asimilacion (Stream Solute Workshop 1990). Entre ellas
destacan la velocidad de asimilacion y la tasa de asimilacion por unidad de super-
ficie. La velocidad de asimilacion (m/s) es aquella en que una molécula de nutrien-
te se mueve desde la columna de agua al sedimento, y es un indice de la deman-
da biolégica de nutrientes (Hall et al. 2002). La tasa de asimilacion (mg/sm®) es la
masa de nutriente retenida por unidad de superficie y por unidad de tiempo, e
indica la capacidad de retencién de nutrientes por parte del rio. Estas dos métri-
cas permiten caracterizar diferentes aspectos de la retencion de nutrientes en rios
y aportan informaciéon complementaria (Webster y Valett 2006). La velocidad y la
tasa de asimilacion permiten corregir el efecto del flujo de nutrientes sobre la dis-
tancia de asimilacion, ya que, como hemos dicho, la distancia de la espira depen-
de de la velocidad de la corriente y de la carga de nutrientes. De esta manera, la
velocidad de asimilacion corrige el efecto del caudal sobre la retencién, y la tasa
de asimilacion corrige el efecto de la carga basal de nutrientes. Asi, estas dos mé-
tricas permiten comparar la retenciéon de nutrientes entre rios distintos.

El estudio de la retencién de nutrientes en rios se ha abordado tradicionalmente
a partir de la adicién de nutrientes en tramos fluviales de centenares de metros.
La adicion se puede realizar a flujo constante durante un tiempo suficiente para
asegurar que la concentracion anadida esté repartida homogéneamente por todo
el tramo de estudio, o de forma instantanea. Los resultados del primer método per-
miten calcular directamente la distancia de asimilacion a partir de la obtencién
de una tasa de retenciéon por unidad de longitud de rio. Con los resultados deri-
vados del segundo método se obtienen tasas de retencién por unidad de tiempo.
No obstante, las tasas obtenidas a partir de las dos técnicas son intercambiables a
partir de la velocidad promedio del agua (véase ecuacion 8.10, en la pagina 130)
(Runkel 2007). Recientemente, el uso de isétopos estables en adiciones a flujo
constante ha permitido no s6lo medir la distancia de asimilacion, sino también la
distancia de retorno (es decir, el flujo de nutrientes a través de la red tréfica, Mul-
holland et al. 2000). Todas estas técnicas s6lo se pueden aplicar a rios pequenos
o medianos (con caudales menores de 500 L./s) debido al volumen de adicion ne-
cesario. La retencion de nutrientes en rios mas grandes se suele estimar a partir
de un balance de masas entre las entradas y las salidas en un tramo de rio. En este
caso v, a diferencia de los valores obtenidos con la adicién de nutrientes, el valor
de retencion se obtiene del balance neto entre la retencién y la regeneracion de
nutrientes y, ademas, es dependiente de la longitud de tramo considerado.
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TECNICA 13 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

Técnica 13. Retencion de nutrientes
Técnica 13a. Adiciéon en continuo

Este método permite estimar la retenciéon de nutrientes en los rios a partir del
calculo de la distancia de asimilacién y los parametros derivados de ésta (veloci-
dad de asimilacion y tasa de asimilacion). Para ello, se incrementa ligeramente la
concentracion basal de nutrientes anadiendo, a flujo constante, una solucién
concentrada, y se cuantifica la tasa de retenciéon por unidad de longitud del rio a
partir del patrén de variaciéon de la concentraciéon de nutriente en un determi-
nado tramo. Para que esta tasa obtenida refleje la tasa de retencion del ecosiste-
ma en condiciones basales de nutrientes, la adicion no debe aumentar la con-
centracion de nutrientes hasta saturar el sistema. Esta tasa es independiente de la
longitud de tramo seleccionado para realizar el experimento.

Para la adicién en continuo hay que seleccionar un tramo de rio de unos centena-
res de metros, e identificar un numero de estaciones de muestreo distribuidas en
progresiéon geométrica. Al inicio del tramo se anade un nutriente (o una combi-

nacion de varios) junto con un trazador hidrolégico (por ejemplo, véase técnica 2)

a flujo constante hasta que la solucioén anadida se haya mezclado completamente

Bomba peristaltica Botella Mariotte

Curva de conductividad
durante la adicién
83
§ 78
Z 734
S
g 68
(&) 63
58 T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (min)

Nota: La figura muestra dos opciones para anadir la solucién de nutrientes y trazador hidrolégico a flujo cons-
tante: una bomba peristdltica y una botella Mariotte. Los puntos de muestreo a lo largo del tramo se indican
con estrellas. El grafico muestra la variacion de la conductividad durante el transcurso de la adicién al final del
tramo; indicando el incremento inicial debido a la adveccién, las condiciones de meseta (es decir, mezcla com-
pleta de la solucion a lo largo del tramo) y el decremento debido al cierre de la adicién.
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con el agua de todo el tramo (fig. 8.2). Antes de la adicién, y también una vez se
ha alcanzado una mezcla completa de la solucion en el tramo, se recogen muestras
de agua en cada uno de los puntos de muestreo para el posterior analisis de la con-
centracion tanto del trazador como del nutriente. Los cambios en la concentracion
del nutriente a lo largo del tramo (corregidos por las concentraciones basales) son
debidos tanto a factores fisicos (dilucion) y quimicos (precipitacién) como biolo-
gicos (asimilacion, nitrificacion, desnitrificacion). Por otra parte, los cambios en la
concentracion del trazador hidrolégico sélo son debidos a factores fisicos. Por ello,
los datos del trazador hidrolégico se utilizan para corregir el efecto de dilucion so-
bre la concentraciéon de nutrientes y asi poder cuantificar la tasa de cambio aso-
ciada s6lo a procesos de retencién biéticos o quimicos.

Junto con la adicién, conviene tomar medidas de parametros ambientales (luz,
temperatura, retencion hidraulica) y biologicos (biomasa del biofilm, materia or-
ganica bentonica), ya que éstos influyen en la retenciéon de nutrientes.

CONSIDERACIONES PREVIAS A LA ADICION

Consideraciones espaciales

Los tramos deben ser representativos de las caracteristicas morfologicas del rio
para poder extrapolar los datos a la respuesta del rio. La longitud del tramo esta
en funcioén del caudal y tamano del rio. El tramo seleccionado ha de ser sufi-
cientemente largo para poder detectar variaciones longitudinales en la concen-
tracion de nutrientes entre los distintos puntos de muestreo, pero suficiente-
mente corto para evitar entradas laterales o verticales de agua. Por ejemplo, para
caudales menores de 50 L/s se aconseja un tramo de entre 100-150 m, mientras
que para caudales hasta 100 L/s el tramo deberia ser de entre 200-300 m. Dentro
del tramo seleccionado se definen un minimo de 5 puntos de muestreo, separa-
dos siguiendo una distribucion geométrica. El primer punto de muestreo se debe
colocar a una distancia del punto de adicién que asegure la mezcla completa en-
tre la solucion anadida y el flujo del rio.

Consideraciones temporales

La adicién debe prolongarse hasta que la soluciéon anadida llegue a condiciones
estacionarias (meseta) al final del tramo. Esto indica que la solucion se ha mez-
clado homogéneamente a lo largo del mismo. Una manera de saber que se han
alcanzado estas condiciones es midiendo en continuo la conductividad (como in-
dicadora del trazador hidrolégico, fig. 8.2) al final del tramo. Una vez la solucién
esté bien mezclada en el tramo, la conductividad se mantendra constante al final
del mismo. En condiciones de meseta se deben recoger las muestras de agua en
todos los puntos de muestreo en el minimo tiempo posible para evitar que parte
del nutriente retenido vuelva de nuevo a la columna de agua.
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TECNICA 13 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

Consideraciones técnicas

Es muy importante mantener el flujo de adiciéon constante, y por tanto, es nece-
sario asegurar el buen funcionamiento de la bomba peristaltica y de su fuente de
alimentacion o, alternativamente, de la botella Mariotte. Se recomienda medir
varias veces el flujo de adicion al inicio y al final del experimento. Es importante
situar el punto de adicién en una zona del rio angosta y con turbulencia sufi-
ciente para que la solucién se mezcle rapidamente con el agua del rio. Si dichas
caracteristicas no se encuentran en el tramo de estudio, se debe introducir algin
mecanismo que facilite la mezcla.

La cantidad de nutriente anadida debe ser suficiente para poder detectar cam-
bios entre las concentraciones basales y las de meseta. No obstante, la concentra-
cion resultante no deberia ser muy elevada si se quiere estimar la retencion de nu-
trientes en condiciones basales. El incremento deberia estar dentro del rango de
respuesta lineal entre la concentracion de nutrientes y la tasa de asimilacion
(Mulholland et al. 1990, Payn et al. 2005). Si no se dispone de dicha informacion,
incrementos de dos o tres veces la concentracion basal suelen ser aceptables. Para
calcular la cantidad de reactivo necesario para elevar la concentracién resultante
al nivel deseado se supone que el flujo de nutrientes resultante (F,) debe ser igual
ala suma del flujo de nutrientes en el agua del rio (F,)y el flujo anadido mediante
la adicién de la solucion (F)). El flujo de nutrientes se define como el producto de
su concentracion (C) por el caudal (Q), con lo que el balance de masas se puede

expresar mediante las siguientes ecuaciones:

F=F+ (8.1)

G (Q.+Q,)=(C.Q)+(C,Q,) (8.2)

donde C: concentracion resultante en el rio, C: concentracion de la solucion
anadida, C,: concentracion basal del rio, Q,: caudal del rio, y Q.: caudal de la adi-
cioén de la solucion.

A partir de esta ecuacion, la concentraciéon de nutrientes en la solucion para ob-
tener un incremento de Xveces la concentraciéon del agua del rio se calcula de la

siguiente manera:

C - [XC,(Q, +%)] -(C,Q,) (8.3)

La concentracion estimada de nutriente en la soluciéon depende del caudal y de la
concentracién basal de nutrientes en el rio en el momento de la adicién. Por ello,

si la solucion se prepara en el laboratorio, puede ser que el valor resultante final
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no sea el deseado, y la tinica alternativa posible sea la de variar el flujo de Ia bom-
ba si ésta lo permite. Para evitar este problema, es recomendable calcular la canti-
dad de nutrientes de la solucién en el campo después de haber hecho una estima
rapida de caudal (técnicas 3ay 3b) y de la concentracién de nutrientes en el rio
utilizando un kit analitico de campo.

MATERIAL NECESARIO

— Cinta métrica.

— Estacas o cinta adhesiva y rotulador para marcar los puntos de muestreo.

— Bidon de 20-50 L para preparar la solucion.

— Probeta de 2 L para preparar la solucion.

— Reactivos de adicion: sales de compuesto conservativo (NaCl, NaBr) y sales de
compuestos reactivos (NH,Cl, NaNO,, NaH,PO,-H,O.

— Balanza de campo para pesar los reactivos de la solucion (precision 0,5 mg).

— Bomba peristdltica con bateria, o botella Mariotte (véase fig. 8.2).

— Cronometro.

— Probeta de 25-50 mL para medir el flujo de adicion.

— Conductivimetro, mejor si tiene datalogger.

— Frascos para muestrear agua.

— Filtros Whatman GF/F y portafiltros para filtrar directamente en el campo las
muestras (recomendable para evitar contaminacion).

— Viales para guardar las muestras de agua. El namero total depende de los pun-
tos de muestreo que se seleccionen a lo largo del tramo y del nimero de ré-
plicas analiticas por punto que se desee tomar (minimo tres para la concen-
tracion basal y meseta).

— Nevera portatil.

PROTOCOLO DE CAMPO

1. Seleccionar el tramo de estudio y medir su longitud.

2. Seleccionar el punto de adicién, donde el agua fluya en un solo canal cons-
trenido y turbulento para facilitar la mezcla. Si es necesario, anadir piedras o
alguna estructura artificial para incrementar la turbulencia.

3. Definir seis puntos de muestreo distribuidos a lo largo del tramo. Marcar los
puntos. Anotar las distancias de los puntos en relacién al punto de adicion, y
medir la anchura del rio en cada uno.

4. Mezclar los reactivos (trazador hidrolégico y nutrientes) ya pesados con un
poco de agua del rio en el bidén para preparar la solucion. Asegurar que se
mezclen bien. Terminar de llenar el bidén con agua hasta llegar al volumen
deseado de solucion. Evitar que el agua anadida sea turbia. Recoger una mues-
tra de la solucion final para su posterior analisis y medir su conductividad.
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5. Instalar la bomba peristaltica y la bateria en el punto de adicion. Comprobar
que funcione bien utilizando sélo agua del rio.

6. Medir el flujo de adicién utilizando una probeta de 25-50 mL y un cronéme-
tro. Repetir la medida al menos tres veces.

7. Instalar un conductivimetro en el ultimo punto de muestreo del tramo. Colo-
car la sonda en el punto central del rio. Anotar la conductividad inicial.

8. Recoger muestras de agua (tres réplicas) en el punto central del tramo para
cada uno de los puntos de muestreo antes de iniciar la adicion. Estas mues-
tras serviran para medir las concentraciones basales de trazador y nutrientes
en el tramo. En cada punto medir también la conductividad basal y la tem-
peratura. Evitar pisotear o remover el cauce del rio durante la recogida de
muestras.

9. Poner en marcha la bomba y empezar a verter la solucion al rio. Poner en mar-
cha el cronémetro y anotar la fecha y la hora de inicio de la adicion. Asegu-
rarse que el flujo de adicién es constante.

10. Anotar los cambios de conductividad en el altimo punto del tramo a interva-
los de tiempo regulares (por ejemplo, cada 5 o 10 segundos). Alternativa-
mente, el conductivimetro puede estar conectado a un datalogger y progra-
mado para recoger y almacenar datos automaticamente cada cierto tiempo.

11. Una vez los valores de conductividad se mantengan estables (condiciones de
meseta) esperar unos 15 minutos y recoger tres muestras de agua en cada
uno de los puntos.

12. Una vez recogidas las muestras, cerrar el flujo de adicion y anotar la hora.

13. Seguir anotando los cambios de conductividad al final del tramo hasta que la
conductividad vuelva a las condiciones basales. Este punto s6lo sera necesa-
rio si se quieren obtener medidas hidrdulicas.

14. Filtrar las muestras de agua y guardarlas en una nevera para su transporte al
laboratorio.

15. En el laboratorio, guardar las muestras de agua en el refrigerador si se reali-
zan los analisis quimicos antes de 48 horas, o congelarlas hasta su analisis.

CALCULO DE PARAMETROS

Los resultados de las concentraciones de nutrientes y del trazador hidrolégico (o
en su caso, la conductividad) obtenidos a partir de la adicion permiten el calcu-
lo directo de una de las tres métricas de retencion de nutriente, la distancia de
asimilacion (S,), (véase fig. 8.3). El calculo de las otras dos métricas, la velocidad
de asimilacion (V) y la tasa de asimilacién (U), derivan de la primera.

El calculo de S, se basa en la variacion, a lo largo del tramo, de la concentraciéon
de nutriente anadida (es decir, concentracién a meseta menos concentracion

basal), corregida por la variacion del trazador hidrolégico anadido (o lo que es
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Nota: Los graficos muestran los valores en condiciones basales y en meseta. La figura también muestra la va-
riacién longitudinal de la relacién entre la concentracion de nutriente y de trazador hidrolégico (calculada a
partir de la ecuacion 8.5) y la obtencion de la tasa de retencién por unidad de longitud de rio (K)y de la dis-
tancia de asimilacion (S,).

lo mismo, la variacion de caudal (Q) entre puntos (fig. 8.3). Si asumimos que la
tasa de retencion de nutrientes es constante a lo largo del tramo, el patron de
variacion resultante puede ser caracterizado por la siguiente ecuacion de primer
orden:

o & =C ek (8.4)

)

donde C: concentraciéon de nutriente anadida en el punto de muestreo inicial,
corregidas por la concentraciéon anadida de trazador hidrolégico o la variabilidad
en el caudal, C: concentracion de nutriente en cada uno de los puntos restantes,
K: tasa de retencion de nutrientes por unidad de longitud de rio (m™), y X: dis-
tancia de cada punto de muestreo al punto de adiciéon (m).

La K es la pendiente de la funcion lineal obtenida al transformar la ecuacion ex-
ponencial a logaritmica (fig. 8.3):

X ¢

Q.
In|C % |=m(c,)-K (8.5)
n n(G,) X

K se obtiene a partir de una regresion lineal entre el logaritmo neperiano de la
concentraciéon de nutrientes anadida para cada punto de muestreo y la distancia
de cada uno de estos puntos al punto de adicién. El inverso de K es S, (m).
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La velocidad de asimilacion (V;, en m/s) y la tasa de asimilaciéon por unidad de su-
perficie (U, en mg/m’s) se calculan a partir S, utilizando las siguientes ecuaciones:

hv
V., =— 8.6
s (8.6)
r-42 (8.7)
Sl‘/ w

donde h: profundidad media (m), v: velocidad media (m/s), w: anchura media
(m), Q: caudal (L/s),y C,: concentracion basal del nutriente en el tramo de es-
tudio (mg/L).

La concentracion basal se obtiene a partir del valor medio de la concentracion
basal medida en los diferentes puntos de muestreo. Los parametros hidraulicos v
y Qse pueden estimar a partir de la curva de variaciéon de conductividad durante
la adicion registrada al final del tramo (técnica 3a). La anchura media del rio en
el tramo de estudio se puede estimar a partir de las anchuras medidas en los di-
ferentes puntos de muestreo seleccionados. Finalmente, & se puede inferir a par-
tir de los valores de v, wy Q.

Técnica 13b. Adicion instantanea

Esta técnica se basa en la adicion instantanea de un volumen conocido de una so-
lucién de nutriente y trazador hidrologico en un punto del rio y el posterior se-
guimiento de la pluma de nutrientes que se genera aguas abajo a una distancia
conocida del punto de adicion. A diferencia de la técnica anterior, en ésta no se
alcanzan condiciones homogéneas a lo largo del tramo, lo que la hace menos
aconsejable. Dado que el nutriente anadido no se reparte por igual por todo el
tramo y el tiempo de contacto con el sustrato es mucho menor, cabe esperar que
la tasa de asimilacion resultante sea menor que con la técnica anterior, y s6lo se
aproxime en el caso de que la velocidad y el caudal sean bajos.

No obstante, esta metodologia es una alternativa a tener en cuenta cuando el cau-
dal o las concentraciones de nutrientes del rio son muy elevados. En estas condi-
ciones, la cantidad de solucién necesaria para llegar a condiciones de meseta uti-
lizando una adicién en continuo es impracticable. La adicién instantanea es algo
mas sencilla que la adicién en continuo, ya que s6lo requiere preparar la solucion
en un bidon y colocar el conductivimetro y las botellas para recoger muestras al
final del tramo. No obstante, el esfuerzo de muestreo es mas intenso y se suele ge-

nerar un mayor niumero de muestras para su posterior analisis.
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En general, las consideraciones preliminares expuestas en la técnica anterior tam-
bién sirven para esta técnica. No obstante, el cdlculo de la cantidad de reactivo
necesaria para preparar la solucion difiere de la técnica anterior. En este caso, la
cantidad de reactivo a anadir se estima a partir de la adicién previa de un traza-
dor hidrolégico (por ejemplo, NaCl), que permita evaluar el factor de dilucién
en el punto final del tramo midiendo la concentracién del soluto respecto al
tiempo. A partir de esta curva, y conociendo la concentracion basal de nutriente,
se recalcula la curva tedrica para obtener un incremento maximo deseado de
concentraciéon de nutriente en este punto final mediante un balance de masas.
Con esta curva se calcula la masa de reactivo que debe anadirse a partir de la in-
tegracion de la curva teérica. Esta masa de nutriente es la que se utilizara para
preparar la solucién de la adicion.

MATERIAL NECESARIO

— Cinta métrica.

— Bidon de 20-50 L para preparar la solucion.

— Probeta de 2 L para preparar la solucion.

— Reactivos de adicion: sales de compuesto conservativo (NaCl, NaBr) y sales de
compuestos reactivos (NH,Cl, NaNO,, NaH,PO,-H,0).

— Balanza de campo para pesar los reactivos de la solucion (precision 0,5 mg).

— Cronometro.

— Conductivimetro, mejor si tiene datalogger.

— Botellas para muestras de agua.

— Filtros Whatman GF/F y portafiltros para filtrar directamente en el campo las
muestras (recomendable para evitar la contaminacion).

— Nevera portatil.

PROTOCOLO DE CAMPO

1. Seleccionar el tramo de estudio y medir su longitud.

2. Llenar el bidon de la solucion con un poco de agua y anadir las sales de nu-
trientes y del trazador hidrolégico. Mezclar la solucién hasta que los reactivos
estén completamente disueltos. Una vez la solucion esté mezclada, anadir el
resto de agua del rio hasta el volumen de adicion estimado.

3. Anotar la cantidad de reactivos anadidos y el volumen total de la solucion. Me-
dir la conductividad y recoger una muestra de agua para su posterior analisis.
No olvidar este paso antes de verter la solucion al rio, los datos son necesarios
para los calculos posteriores.

4. Instalar un conductivimetro al final del tramo. Colocar la sonda en el punto
central del rio. Anotar la conductividad inicial. Si se dispone de datalogger, co-

nectarlo, anotar la hora y empezar las mediciones.
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5. Recoger tres muestras de agua al final del tramo para medir la concentracién
basal de nutrientes.

6. Preparar los botes para tomar las muestras de agua al final del tramo.

7. Verter la solucién del bidén lo mas rapidamente posible al inicio del tramo,
en un punto donde se pueda mezclar facilmente con el agua del rio y empe-
zar a cronometrar el tiempo. Anotar la hora de adicion.

8. Si no se dispone de datalogger; iniciar la lectura de los valores de conductivi-
dad al final del tramo. Esta lectura manual se puede realizar a intervalos re-
gulares o cada vez que la conductividad varie. La frecuencia de las lecturas
debe adecuarse para poder describir la curva del paso del pulso de la adicién
al final del tramo.

9. Ala vez que se inician las medidas de conductividad, iniciar la recogida de
muestras de agua en el punto final del tramo. La frecuencia de muestreo
debe ir en paralelo a la recogida de datos de conductividad. Es importante
anotar el tiempo de recogida de cada muestra.

10. Finalizar la recogida de muestras cuando el valor de conductividad vuelva a
las condiciones basales.

11. Anotar la duracién total del muestreo.

12. Medir la anchura y profundidad del rio en cinco puntos a lo largo del tramo.

CALCULO DE PARAMETROS

La concentraciéon de nutrientes y la conductividad al final del tramo se utilizan
para estimar la tasa de retencion por unidad de tiempo (K, en s™'). A partir de
este valor se calcula la distancia de asimilacién (S,)y el resto de métricas de re-
tencion derivadas de ésta.

K se calcula comparando la curva en funcién del tiempo, de las concentraciones de
nutrientes analizadas con las concentraciones de nutrientes estimadas a partir de la
concentracion del trazador hidrolégico (o en el caso de CI, de la conductividad)
(fig. 8.4). Las concentraciones estimadas asumen que los nutrientes son transporta-
dos como un elemento conservativo (y, por tanto, son afectados s6lo por procesos
de adveccion, dispersion y dilucién), mientras que la variaciéon de la concentracion
de nutrientes observada esta influenciada, ademas, por procesos de retenciéon bio-
l6gicos y quimicos. Por tanto, la concentraciéon estimada en diferentes momentos
(N,), durante el experimento, se calcula a partir de la siguiente ecuacion (fig. 8.4):

N, = %N +N, (8.8)

et
s

Esta ecuacion asume que los cambios en la concentracion de nutrientes (corre-

gida por los niveles basales, N, — N,) en relacién con la concentraciéon de la solu-
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Nota: La figura también muestra la curva de concentracién de fosfato estimada a partir de los valores de con-
ductividad tras aplicar la ecuacion 8.8, e ilustra como se obtiene la tasa de retencién por unidad de tiempo (K,
mediante la ecuacion 8.9.

ci6n anadida (N,) son iguales a los cambios en la concentracion del trazador (co-
rregida por los niveles basales, Cl, — Cl,) en relacién con la concentracion del tra-
zador de la solucion anadida (Cl). Si los nutrientes anadidos son retenidos a lo
largo del tramo, las concentraciones estimadas deben ser mas elevadas que las
concentraciones observadas (fig. 8.4). La diferencia entre las dos areas integradas
de las curvas, en funcioén del tiempo, de las concentraciones estimadas y observa-
das, multiplicado por el caudal, es la masa de nutriente retenida en el tramo du-
rante el experimento. Sobre la base de estos valores, la tasa de asimilacién por uni-
dad de tiempo (K))se calcula a partir de la siguiente ecuaciéon (Wilcock et al. 2002):

B ln(Me/M(_)

K, - ) (8.9)

T

donde, M,: masa de nutriente calculada a partir de las concentraciones obser-
vadas, M,- masa de nutriente calculada a partir de las concentraciones estimadas,
y t: tiempo requerido para que pase el pulso de adicion al final del tramo
(fig. 8.4).
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S, se calcula a partir de K, mediante la ecuacion:

\%
S, =— 8.10
w K ( )

donde, v: velocidad promedio del agua.

Finalmente V,y Use calculardn a partir de S, como se ha indicado en la técnica 13a.
Alternativamente al calculo empirico de K, este parametro también puede esti-
marse a partir de modelos unidimensionales de transporte de solutos que inclu-
yen tanto el efecto del almacenaje hidrolégico del agua, como el de la retencion
sobre el transporte de solutos. Estos modelos consideran dos compartimentos, el
cauce principal y la zona de retencion transitoria, que estan conectados hidrol6-
gicamente y que pueden influenciar el transporte de solutos con tasa de reten-
cién por unidad de tiempo diferenciadas. En estos modelos, la dinamica del so-
luto anadido en un punto determinado del tramo se describe a partir de las

siguientes ecuaciones:

9€__Q9C 1 9 (498 e ((, —C)+a(Co—C)-AC (8.11)
Jt A dx A dx ox A

dC;
ot

_ado- Cy) - ACy (8.12)
Ay

Estas ecuaciones son similares a las expuestas en la técnica 2, pero en este caso
describen la variacion de la concentraciéon de un soluto biorreactivo (nutriente)
y, por tanto, incluyen un componente que tiene en cuenta los procesos de reten-
cion de éste. La primera ecuacion describe la variacion del nutriente en funcion
del tiempo en el cauce principal (0C/d¢)y la segunda ecuacién representa la va-
riacién de éste en la zona de retencioén transitoria (dC./0t).

Los términos de la primera ecuacién describen los procesos de: a) adveccion, b)
dispersion, c) entradas laterales, d) intercambio con la zona de retencién transi-
toria, y e) la retencion del soluto debida a procesos biéticos y quimicos en el cau-
ce principal, siendo A la tasa de retencién en el cauce principal.

Los términos de la segunda ecuacion describen los procesos de: a) intercambio
con el cauce principal y b) la retencion del soluto debida a procesos biéticos y
quimicos en la zona de retencién transitoria, siendo A, la tasa de retencion en la

zona de retencion transitoria.
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Existen diversos programas de software que incluyen estos modelos y que permi-
ten obtener los distintos pardmetros para una base de datos determinada.' En
este caso, se recomienda primero parametrizar el modelo para los parametros hi-
draulicos (adveccion, dispersion, seccion de la zona de retencién transitoria y co-
eficiente de intercambio entre la columna de agua y esta zona) utilizando los da-
tos de la curva de conductividad o de la concentracion del trazador hidrolégico
(técnica 2). Una vez obtenidos estos parametros e incluyéndolos en el modelo, se
parametriza de nuevo el modelo para obtener las tasas de retencion en funcién
del tiempo en el cauce principal (4, en s™) y en la zona de retencién transitoria
(A, ens™), utilizando los datos de variacion de la concentracién de nutrientes du-
rante la adiciéon. Una vez conocidas 4 y A, 1a suma de ambas tasas es equivalente
a K, obtenida a partir de la ecuacion 8.9. Mas detalle de la aplicacién de este mo-
delo y el posterior desarrollo de los calculos se puede encontrar en Runkel

(2007).
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CAPITULO

Otros factores fisicos de importancia para los
seres vivos: luz, temperatura, corriente

SERGI SABATER Y ARTURO ELOSEGI

9.1. Introducciéon

La energia radiante proveniente del Sol aporta luz (un recurso fundamental
para llevar a cabo la fotosintesis), radiaciones ultravioletas (altamente perjudi-
ciales para la biota) y radiaciones infrarrojas, que influyen en la temperatura
del agua. Por tanto, la relevancia de la energia radiante no se limita a los pro-
ductores primarios, sino que se extiende a toda la biota fluvial (Kelly et al.
2003).

La temperatura es un factor regulador del metabolismo de todos los organis-
mos (Gillooly et al. 2002). EI aumento de la temperatura, hasta un limite tole-
rable, estimula las tasas de produccion primaria y de respiraciéon de productores
y heterétrofos. Estos efectos de aceleracion (altas temperaturas) o limitacion
(bajas temperaturas) son detectables a escala estacional en un mismo rio, y tam-
bién entre rios de distintas latitudes. Asimismo, la temperatura determina el ci-
clo vital de la vegetacion de ribera que, a su vez, influye en la cantidad de luz
que llega al cauce. Aunque los productores primarios se adaptan a la luz dispo-
nible (por ejemplo, aumentando su concentracién de clorofila), la cantidad to-
tal de luz sigue siendo un elemento clave para determinar las tasas de produc-
cién primaria bruta en los rios. En cambio, la intensidad de luz dificilmente
afecta a las tasas respiratorias en el sistema, al menos de manera directa, aun-

que si indirectamente, al causar una mayor abundancia de biomasa de los pro-
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ductores primarios. Por todo ello, la estima directa de la luz disponible es clave
para comprender la dindmica de los productores primarios en los ecosistemas
fluviales.

Otro de los factores que mas determina la distribucion de los organismos en eco-
sistemas loticos es la velocidad de la corriente. Los macroinvertebrados, algas, e
incluso peces, presentan numerosas adaptaciones anatémicas y fisiologicas a la
turbulencia y velocidad del agua (Statzner y Holm 1982). Esto permite que orga-
nismos con fuertes demandas de oxigeno persistan en medios turbulentos en pre-
sencia de abundante materia organica, que de acumularse en sistemas menos tur-
bulentos consumiria irremisiblemente el oxigeno disponible para la biota. La
velocidad de Ia corriente limita la biomasa de productores primarios que se pue-
den acumular en el lecho fluvial, las formas de crecimiento de algas y macrofitos,
su respuesta fisiologica (produccion y respiracion), e incluso las interacciones al-
gas-herbivoros.

9.2. La temperatura del agua

La manera mas simple de medir la temperatura del agua es mediante un termoé-
metro de mercurio o mediante termistores. La precision de los primeros suele ser
de 0,5 °C, mientras que los segundos consiguen precisiones de 0,1 °C. Muchos
aparatos de medida (para obtener, por ejemplo, el pH, la conductividad o el oxi-
geno) tienen termistores acoplados que permiten una estima rutinaria de la tem-
peratura, con una fiabilidad aceptable. Por tltimo, hay termistores con capacidad
de almacenamiento de miles de datos, de precio razonable y tamano apenas ma-
yor que una moneda. Estos termistores se pueden programar y mantener duran-
te meses en el rio, midiendo la temperatura a intervalos predeterminados, y los
datos almacenados son facilmente transportables a ordenadores en el campo o en
el laboratorio.

9.3. La disponibilidad de la luz

La cantidad de luz incidente varia mucho durante el dia y a lo largo del ano, por
lo que las medidas puntuales suelen ser muy poco representativas. Ademas, la luz
se extingue al atravesar medios de distinta naturaleza o con cierta cantidad de
particulas. De toda la luz que llega desde el Sol, en ecologia fluvial es especial-
mente interesante disponer de medidas de la radiacion fotosintéticamente activa
(photosynthetic active radiation, PAR), incluida en las longitudes de onda entre 400-
700 nm, ya que es la que se usa por los productores primarios en la fotosintesis.

A estas medidas nos referiremos en la técnica que se describe a continuacion.
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9.4. La velocidad de la corriente

La velocidad de la corriente estimula procesos como la fotosintesis, la asimilacion
de nutrientes y la respiracion, y determina la distribucion de los organismos en
los habitats fluviales. Por tanto, es importante medir esta variable en sistemas flu-
viales. Hay muchas aproximaciones para medir la velocidad, en funcién de las ne-
cesidades que tengamos. Determinar la velocidad en relacién con la dinamica
quimica del sistema, o en cuanto a la distribucion de grandes organismos (por
ejemplo, los peces), requiere aproximaciones mas simples que en otros casos. De-
terminar la extension de la capa limite precisa métodos sofisticados, pero ello
s6lo es indispensable en el caso de medidas finas realizadas sobre el biofilm o en
pequenos invertebrados.

Técnica 14. Estima de la luz disponible en un tramo

La alternativa mas fiable para estimar el PAR (radiacion fotosintética activa), que
llega a un punto determinado, es utilizar en continuo un piranémetro (que
mide la luz en el rango 400-1100 nm) o un cuantémetro (que mide solamente
la luz visible, 400-700 nm). Mientras que los primeros proporcionan lecturas en
Wm™, los segundos las proporcionan como moles de fotones por metro cuadra-
do y unidad de tiempo (o phE m™s™). Existen cuantémetros con acumulador de
datos de precio asequible, que registran en continuo y autbnomamente la irra-
diancia durante semanas, y pueden ser interesantes si no hay riesgo de que de-
saparezca el material instalado en el campo. La frecuencia de registro de medi-
das depende del objeto del estudio; medidas cada 5 minutos y promediadas
cada media hora, pueden ser suficientes en casos de estimas de produccioén pri-
maria; en otros casos, las medidas pueden recogerse mas laxamente. Sin em-
bargo, en rios forestados o espacialmente complejos un solo cuantémetro es in-
suficiente, y hay que contar con varios para poder estimar la disponibilidad del
PAR a escala de tramo.

La luz que atraviesa la columna del agua no es la misma que se recibe en super-
ficie, ya que parte de esta ultima es reflejada, y parte es absorbida o dispersada
por el agua. Se debe, por tanto, estimar las variaciones entre la luz incidente y la
que atraviesa al agua, para lo que es necesario disponer de un cuantémetro que
permita simultaneamente recoger medidas aéreas y bajo el agua. Aunque el
agua sea transparente, hay que considerar que la luz disminuye con la profun-
didad. Si la absorcién de luz por el agua es importante, hay que determinar la
extincion de la luz en la columna del agua, para lo cual hay varios métodos. Uno
de ellos, apropiado para rios profundos, es el clasico disco de Secchi, un disco
blanco de unos 20-30 cm de diametro. Mediante éste se puede estimar el coefi-
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ciente de extincion () a partir de la profundidad a la que deja de verse el disco
(DS). Se estima empiricamente que la relacion entre ambos es p = DS/1,7. Para
arroyos turbios hay que usar un sensor de irradiancia sumergible. La relacion
entre las medidas en superficie (inmediatamente sumergido) y en profundidad
(sobre el sustrato) permite estimar la extincion de la luz y aplicar los factores co-
rrespondientes a las estimas de entrada de luz, una vez corregidas por la cober-
tura. Estos factores pueden ser aplicados después de manera rutinaria a medidas
globales.

Una posibilidad alternativa a los cuantémetros es utilizar los registros continuos
de luz de alguna estacién meteorolégica no muy lejana al punto de estudio. En
caso de no hallarse, la radiacion extraterrestre global que llega al rio puede es-
timarse en cualquier punto de la superficie terrestre; existen programas que
permiten determinar este valor (http://www.nrel.gov/midc/solpos/solpos.html).
Los modelos permiten estimar la radiacion horaria, diaria, mensual y anual que
recibe un punto determinado basado en su situacion. Los datos que se precisan
son solamente la latitud y longitud del punto, el dia del anno y el momento del
dia (si se requiere un momento concreto). Ademas se debe proporcionar la
presion atmosférica del dia en cuestion, la temperatura exterior, la orientacion
del tramo respecto al Sol (hacia N, S, E, W), y la inclinacién respecto a la hori-
zontal. La cobertura del tramo (véase mas adelante) es esencial para determi-
nar la luz que llega al cauce. Frecuentemente los datos se dan en calorias y se
pueden transformar a moles de fotones por metro cuadrado y segundo me-
diante el siguiente cociente: pmoles de fotones/cal = 17,65 (Guasch & Sabater
1998), al que deben anadirse las transformaciones adecuadas de factores de
tiempo.

Las estimas visuales de cobertura suelen ser enganosas, ya que incluso en los bos-
ques con cobertura «total» no suele haber oscuridad total. La cobertura es posi-
ble estimarla mediante fotografias tomadas en el tramo. Sin embargo, bajo todos
los bosques se dan entradas puntuales de luz de alta intensidad (sunflecks) que tie-
nen una gran relevancia en el comportamiento fotosintético de los productores
primarios, y cuya distribucioén espacial es aleatoria.

MEDICION DE LA COBERTURA

Material necesario

— Camara fotografica, a ser posible digital, y con objetivo gran angular (equiva-
lente a 35 mm, o mejor, a 28 mm).

— Tripode.

— Ordenador con software de tratamiento de imagen (por ejemplo, Photo-
shop).
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Procedimiento

Se trata de tomar entre 10 y 15 fotos a lo largo del tramo, todas apuntando al ce-
nit. Para ello, se coloca la camara sobre el tripode en la mitad del cauce, tan cer-
cana a la superficie del agua como sea razonable. Realizar la foto, mover el tri-
pode algunos metros aguas arriba, hacer otra foto, etc. Las fotos cenitales suelen
tener un aspecto similar al de la figura 9.1.

Una vez en el gabinete, hay que abrir la foto con Photoshop y jugar con el balance
de color y con los mandos de brillo y contraste hasta convertir todo el cielo en
blanco y todas las hojas en negro (fig. 9.2). Guardar la foto. Medir el porcentaje
de cobertura en funcién de la proporciéon de blancos y negros en la foto, por
ejemplo, mediante el programa NIH Image (US National Institutes of Health).
Repetir con todas las fotos de cada tramo y calcular la cobertura media. Corregir
los datos de irradiancia obtenidos de la estacién meteorolégica (como se ha des-

crito anteriormente) en funcion de la cobertura.
OTRAS CONSIDERACIONES EN LA MEDICION DE LA COBERTURA

La cobertura puede variar durante el ano en funcién del tipo de bosque, sobre
todo si es caducifolio. En ese caso es necesario repetir las fotos, al menos en in-
vierno y en verano. No es necesario que las fotos se tomen exactamente en los

mismos sitios.

137

Figura 9.1:
foto cenital tomada sobre
un arroyo forestado

La cobertura se puede
medir facilmente
mediante fotos cenitales



Figura 9.2:

Foto cenital tratada para
medir la cobertura

La velocidad media se
halla a 0,6 veces la
profundidad del tramo

Figura 9.3:
Distribucion transversal de
velocidades en rios
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Técnica 15. Medicion de la corriente
Técnica 15a. Velocidad de la corriente a escala de tramo

Una de las medidas mas comunes es la de la velocidad media del cauce fluvial. Esti-
mas independientes de la velocidad punta y velocidad media pueden derivarse de
la dindmica de los solutos (capitulo 4). Sin embargo, en rios de dimensiones medias
o grandes, las estimas de la velocidad deben realizarse directamente. En estas cir-
cunstancias, es necesario disponer de un correntimetro lo mas sensible posible, y

con dimensiones del rotor ajustadas a la profundidad del agua que se vaya a medir.

La distribucion de velocidades en la columna de agua es bastante caracteristica,
maxima en superficie y minima en el fondo (fig. 9.3). Para trabajos rutinarios se
mide la velocidad media a 0,6 veces la profundidad en el punto de medida.
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Técnica 15b. Velocidad de la corriente a escalas espaciales reducidas

Los correntimetros disponibles comercialmente no permiten medir la velocidad en
escalas de milimetros o menores. Ello es necesario si se quiere determinar la veloci-
dad del agua en las cercanias de un sustrato, ya que la velocidad va disminuyendo
conforme nos acercamos a éste. Esta disminucion sigue una distribuciéon vertical ex-
ponencial negativa, llegando la velocidad de la capa de agua en contacto con el sus-
trato a cero. Se define como capa limitela capa de agua que se halla entre el sustra-
to y la columna de agua. Su extension y profundidad depende de las dimensiones
del rio, y su forma de la velocidad de las capas superiores. A escala centimétrica la
friccion interna del agua rivaliza con la mezcla turbulenta, y en la capa limite se tien-
de a crear una subcapa viscosa sobre el sustrato (fig. 9.4). A una distancia al sustrato
aun mas pequena (micrémetros), se forma la subcapa difusiva (Boudreau y Jorgen-
sen 2001). En su conjunto, la capa limite tiene una gran importancia, ya que en esta
zona tienen lugar procesos importantes como la disipacién de la turbulencia, o del
calor, y es el lugar de intercambio de gases y materiales disueltos. En esta capa se
producen, pues, procesos fisicoquimicos relevantes. La profundidad de esta capa en
relaciéon con el tamano corporal es relevante para los organismos que viven adheri-
dos al sustrato, ya que determina la posibilidad de ser arrastrado o de permanecer
en un medio turbulento. Por ello, medir la distribucion vertical de velocidades en
la capa limite puede tener relevancia para establecer los limites de esta propia capa
y comprender los procesos de oxidacién-reduccion que ocurren en las cercanias de
los sustratos, o para determinar cuestiones relativas a la microdistribucion de los or-
ganismos, especialmente algas y macroinvertebrados, en el lecho fluvial.

Existe una variedad de métodos para medir la velocidad a escalas reducidas. De
todas las disponibles y, a pesar de su precio, razonablemente econémico en rela-
cién con otros métodos, los mas fiables son los denominados sensores de film ca-
liente. Estos permiten medidas a escalas de milimetros e incluso menores, aunque
son intrusivos (interfieren con su presencia en el flujo) y su limite inferior de ve-

locidad es de unos 3 cm/s.

Agua libre
Im Subcapa logaritmica
Capa limite
1cm Subcapa viscosa
1 mm Subcapa difusiva

Nota: Obsérvese que la escala que se usa en la representacién es logaritmica.
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Para trabajos de
microdistribucion de
organismos hace falta
determinar la velocidad
del agua a pequena
escala

Figura 9.4:

Distribucion de la velocidad
en las distintas capas de
agua que van del agua libre
a la que interactiia con un
sustrato sdlido
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CAPITULO

Dinamica y relevancia de la materia organica

JESUS POzo, ARTURO ELOSEGI, JOSERRA DIEZ Y JON MOLINERO

10.1. Introduccion

Materia organica
(macromoléculas de hidratos

de carbono, lipidos y proteinas)

—

pues, la via de mineralizacion en los ecosistemas fluviales.

Bacterias y hongos aerobios

0, HO

\g

—_——

Muy frecuentemente, al hablar de materia organica se sobreentiende que se tra-
ta de materia organica muerta o detritus, ya que para la fraccion viva se utiliza el
término biomasa. L.a materia organica muerta representa la mayor parte de la
energia quimica presente en los ecosistemas. En cualquier eslabon de la cadena
tréfica, la biomasa que no es consumida tarde o temprano muere y pasa a formar
parte del detritus, un conjunto de restos vegetales, animales, microbianos y pro-
ductos de sus metabolismos, en grado variable de descomposicion. El detritus es
aprovechado por los detritivoros y por los descomponedores que, finalmente, lo
mineralizan (fig. 10.1). La descomposicion de la materia organica representa,

CO,
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La materia organica
muerta constituye el
reservorio de energia
mas abundante en los
ecosistemas

Figura 10.1:

Modelo simplificado de
interaccion detritus-
detritivoros-
descomponedores en el
procesado y mineralizacion
de la materia organica en
rios bien oxigenados



Figura 10.2:
Acumulacion de hojarasca
en un lecho fluvial, el
recurso mas aprovechado
por detritivoros y
descomponedores

En funcion de su tamafio
se distingue la materia
organica disuelta, la
particulada fina

y la particulada gruesa
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Desde el punto de vista de la persistencia, en la materia organica se pueden dis-
tinguir dos grupos de sustancias (Wetzel 2001). Unas son faciles de degradar (la-
biles) por el sistema enzimatico hidrolitico de los microorganismos. Se trata de
un conjunto amplio de carbohidratos, proteinas y otros compuestos de bajo peso
molecular. Otras, las mas abundantes, son de elevado peso molecular y resisten-
tes a la degradaciéon microbiana, como la celulosa o la lignina, o inhibitorios de
la actividad bacteriana y fingica, como los fenoles.

Por convencion practica, la materia organica se suele dividir en tres categorias
atendiendo a su tamano: la materia organica disuelta (MOD) es aquella que atra-
viesa un filtro de 0,45 pm de tamano de poro; la materia organica particulada grue-
sa (MOPG) es la que queda retenida por un filtro de 1 mm; entre ambas se sitia
la materia organica particulada fina (MOPF).

Muchos arroyos discurren bajo un dosel arbéreo que limita fuertemente la
entrada de luz, con pendiente elevada, y escasez de nutrientes, lo que dificulta
el crecimiento de los productores primarios. En estas circunstancias, la comuni-
dad de heter6trofos depende del alimento externo o aléctono (por ejemplo,
Wallace et al. 1999), principalmente material vegetal en forma de hojas, frutos,
ramas, etc. (figs. 10.2 y 10.3). Esta MOPG ingresa en el tramo por transporte
desde aguas arriba o desde el medio terrestre circundante, poniendo de mani-
fiesto la importancia del bosque ripario para el ecosistema fluvial (Naiman et al.
2005).

La importancia de la vegetacion riparia para la energética del rio ha sido reco-
nocida desde hace tiempo (por ejemplo, Minshall 1967). Las hojas de los drboles
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representan una cantidad relevante de ese material (por ejemplo, Pozo et al.
1997a), y son rdpidamente utilizadas por los descomponedores y por los detriti-
voros. Otros aportes organicos terrestres, como los restos de madera, pueden pre-
sentarse localmente en gran cantidad (fig. 10.3), y tienen importancia en el flujo
de energia (Elosegi et al. 2007), a la vez que un papel estructural.

La cantidad y el tipo de materiales organicos disponibles para los organismos va-
ria de unos rios a otros y estacionalmente, sobre todo en funcién de la cobertura
arborea riparia, pero también dependiendo del régimen hidrolégico (Gonzalez y
Pozo 1996, Sabater et al. 2001, Gongalves et al. 2006, Mathuriau et al. 2008) y de
la capacidad retentiva de los cauces (Larranaga et al. 2003).

Ademas de materia organica particulada (MOP), los rios reciben aportes de ma-
teria organica disuelta (MOD) provenientes del lavado de los suelos, siendo ésta
la fraccién mayoritaria. Por término medio, Ia concentraciéon de carbono organi-
co de los rios es de unos 7 mg C/L, con una razén disuelto/particulado en torno
a 3:1 (Wetzel 2001).

El origen al6ctono de la mayor parte de la materia organica en ciertos tramos o
rios determina el caracter heterotréfico de estos sistemas (Vannote et al. 1980),
que disponen de una base energética mucho mas amplia para consumidores y
descomponedores que la que proporciona la fotosintesis dentro del rio. Sin em-
bargo, la materia organica al6ctona no tiene la misma importancia en todos los
tramos. Asi, donde se elimina la vegetacion riparia arborea (fig. 10.4), la produc-
ci6én primaria autoctona puede llegar a convertirse en la principal fuente de ener-
gia para la comunidad fluvial.

Figura 10.3:

Restos de madera en el
cauce de un rio, un recurso
alternativo a la hojarasca
del que no todos los
organismos pueden hacer
uso. Se aprecia el efecto
sobre I retencion de otros
materiales y la
heterogeneidad que genera
en el cauce

La madera muerta,
ademas de ser una
fuente de alimento para
algunos organismos,
influye en la estructura
fisica del cauce



Figura 10.4:
£n los rios desprovistos de
vegetacion arborea riparia,

la produccion primaria
puede suplir por si sola las
necesidades energéticas de
la comunidad. Son sistemas
autotroficos

La cantidad de materia
organica que la corriente
arrastra en un tramo se
ve afectada por el caudal
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A fin de cuantificar las distintas partidas y estudiar el destino de la materia orga-
nica en el ecosistema se construyen balances, aunque es dificil que incluyan y
cuantifiquen los diferentes compartimentos y flujos de energia (Cebrian 1999).
En este capitulo se describen los métodos mas habituales en el estudio de la
MOPG, desde su ingreso en los rios, su retencioén o transporte, su disponibilidad
en el lecho, y su utilizacién por los organismos. Por tltimo, se aborda la elabora-
cién de un balance de este recurso en un tramo fluvial. La mayor parte del ma-
terial que entra es hojarasca, aunque la madera puede ingresar en cantidades
incluso mayores, pero mas circunstancial y puntualmente. Se requieren metodo-
logias especificas para su respectiva cuantificacion, por lo que ambos componen-
tes deben ser tratados separadamente. De hecho, la denominacién MOPG habi-
tualmente excluye restos de madera de mas de 1 cm de diametro (Pozo et al.
1997a). Informacién adicional sobre técnicas relativas al estudio de la materia or-
ganica en los rios se puede encontrar en Hauer y Lamberti (2007).

Técnica 16. Entradas de materia organica particulada gruesa al rio

Un rio de cabecera en medio forestal puede recibir al afo varios cientos de gra-
mos de materia organica particulada gruesa (MOPG) por metro cuadrado desde
el bosque ripario, tanto por via directa (verticalmente desde la vegetacién), como
indirecta (lateralmente desde los materiales depositados en el suelo) (Elosegi y
Pozo 2005). Por otro lado, el transporte hace que la columna de agua de ese mis-
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mo metro cuadrado sea atravesada por cantidades mucho mayores a lo largo del
ano. Es precisamente esta partida la mas dificil de cuantificar, al estar condicio-
nada por el caudal, que tiende a ser muy variable, con eventos de crecida impre-
decibles. Debido a ello, la MOPG transportada tiende a subestimarse, sobre todo
si el periodo para el que se hacen las extrapolaciones es largo.

Aunque el muestreo en continuo mediante estructuras de filtraciéon permanentes
seria el mas deseable, los problemas derivados de la acumulacion de otro tipo de
materiales arrastrados (fig. 10.5) y el esfuerzo necesario para la separacion de los
componentes organicos no compensan la informacién obtenida por ese procedi-
miento. Por ello se describe una técnica basada en el muestreo discreto del trans-
porte de MOPG utilizando redes de deriva de 1 mm de poro (fig. 10.6).
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Figura 10.5:

Barrera de malla fija para
retener la MOPG
transportada. Una gran
cantidad de sedimento
también queda retenida,
lo que dificulta la recogida
del material

Figura 10.6:

Red de deriva para el
muestreo discreto de MOPG
transportada
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Figura 10.7:
Trampa para recogida de
aportes verticales de MOPG

Las entradas directas (verticales) desde el ambiente ripario se miden por medio
de trampas de malla (por ejemplo, 0,25 m? de boca de captacion y malla de 1 mm
de poro), a modo de cestos elevados por medio de cuerdas atadas a arboles o por
una estructura soporte (fig. 10.7). Las indirectas, mediante trampas ubicadas en
las orillas, ancladas mediante estacas y con la abertura (0,5 m de anchura) orien-
tada al ambiente terrestre (fig. 10.8).

MATERIAL

— Balanza.
— Bolsas de plastico con autocierre.
— Cinta métrica.

Figura 10.8:

Trampa que permite la
recogida de MOPG
depositada en el suelo,
removilizada por el viento
U 0tras causas y que,
finalmente, entra en el
cauce
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Congelador (opcional).

Correntimetro.

Crisoles de porcelana.

Cubetas de papel de filtro o de aluminio.
Cubetas de plastico.

Cuerdas.

Desecador.

Estacas para anclaje.

Estufa.

Horno.

Maza.

Redes de deriva.

Regla rigida.

Rotulador.

Tabla de niumeros aleatorios.

Trampas para recogida de aportes verticales.
Trampas para recogida de aportes laterales.

PROCEDIMIENTO

ST 0 o

En un arroyo vadeable de zona boscosa, seleccionar un tramo de entre 50 y
100 metros, sin tributarios.

Medir la longitud del tramo.

Medir la anchura del cauce varias veces y calcular la anchura media.
Determinar el drea del tramo (m?).

Con la tabla de ntimeros aleatorios y usando un sistema cartesiano (coorde-
nadas x,y con respecto a un punto de referencia, por ejemplo un arbol) colo-
car aleatoriamente las trampas de captacion de los aportes verticales. Si se tra-
ta de un rio estrecho cubierto por la béveda vegetal, el cauce recibira aportes
semejantes a los del suelo circundante, por lo que las trampas se pueden co-
locar en las margenes.

Seleccionar aleatoriamente, a lo largo de ambas orillas del cauce, los puntos
donde ubicar las trampas para captacion de entradas laterales y fijarlas con el
marco inferior de la boca a ras del suelo (fig. 10.8).

. Con ayuda de la cinta métrica, de la regla y del correntimetro, determinar la

seccion superior del segmento fluvial, asi como el caudal (técnica 3).

. En cada ocasiéon de muestreo, colocar una o varias (depende de la anchura del

cauce) redes de deriva, de forma que capten la mayor parte del caudal en la
seccion superior del tramo. Dejar actuar durante 4 horas, o hasta que la red se
sature por el material retenido. Medir la seccion de cada red que es atravesa-
da por el agua y su velocidad al inicio y al final del tiempo que esté colocada.
Transferir el material a una bolsa con autocierre y etiquetar.
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En arroyos pequefios
las trampas verticales
se pueden colocar
indistintamente encima
del cauce o en las
orillas



Es importante expresar
las entradas verticales,
laterales y por
transporte en las
mismas unidades:

g PSLC m™d™!
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10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.
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Recoger el material acumulado por cada trampa vertical desde el muestreo
precedente, transferir a una bolsa con autocierre y etiquetar.

Con la misma frecuencia que se muestrean las trampas verticales, recoger el ma-
terial retenido por las horizontales, transferir a bolsas con autocierre y etiquetar.
Los muestreos deben realizarse al menos una vez al mes, aumentando la fre-
cuencia (por ejemplo, semanalmente) en las épocas de mayores aportes de
hojarasca.

Trasladar las muestras al laboratorio. En el caso de no poder procesarlas de
inmediato, congelarlas hasta el momento de su analisis.

Depositar cada muestra en una cubeta de plastico.

Separar la MOPG en categorias, por ejemplo, hojas (pueden separarse a su
vez en especies), ramitas, corteza, frutos, flores y material no identificado. Co-
locar cada categoria en una cubeta de aluminio o de papel de filtro previa-
mente pesada.

Secar en estufa a 70 °C durante 72 h, enfriar en desecador y pesar, obtenien-
do asi su peso seco (PS).

Transferir el material de cada cubeta a un crisol de porcelana previamente
pesado. Si la muestra es muy grande puede utilizarse una alicuota de la mis-
ma y extrapolar después al conjunto.

Para determinar el peso de las cenizas (PC) introducir los crisoles en el horno
y calcinar a 500 °C durante 4 horas, enfriar en desecador y pesar.

Calcular el peso seco libre de cenizas (PSLC), o fracciéon organica de cada com-
ponente de la MOPG, restando del peso seco (PS) el peso de las cenizas (PC).
Sumar los valores de todos los componentes para determinar el PSLC total
de cada muestra.

Calcular el volumen de agua filtrado por cada red de deriva multiplicando la
seccion de la red por la velocidad del agua que la atraviesa.

Calcular la concentracion de MOPG transportada dividiendo la masa reteni-
da por la red entre el volumen de agua filtrado. Realizar las correcciones per-
tinentes si se han utilizado varias redes de deriva.

Calcular la entrada de MOPG por transporte multiplicando su concentraciéon
por el caudal del rio y por el tiempo transcurrido entre muestreos. Dividir el
resultado anterior por el area del tramo fluvial para expresar los resultados
en g PSLC m™d™.

Calcular la entrada vertical de MOPG dividiendo la masa recogida en cada
trampa por la superficie de captacion y por el tiempo transcurrido entre
muestreos, expresandola en términos de g PSLC m™>d™.

Para calcular las entradas laterales, primero dividir la masa de la muestra por
la anchura de la boca de la trampa y por el nimero de dias transcurridos
(g PSLC m™d™); después multiplicar el resultado anterior por 2 y dividirlo
por la anchura media del cauce para poder expresar los resultados por uni-
dad de superficie del lecho fluvial (g PSLC m™d™).
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Técnica 17. Retencion de hojarasca

En arroyos de bosques caducifolios, la hojarasca entra al rio en grandes cantida-
des durante el otono y puede acumularse in situ o ser arrastrada aguas abajo, y en
consecuencia perderse para los organismos del tramo. Por ello, la retencion del
cauce es importante para la productividad del ecosistema fluvial (Bilby y Likens
1980, Pozo et al. 1997b). Los cauces estrechos y de fondo rugoso suelen ser mas
retentivos (Webster et al. 1994), especialmente si hay troncos formando presas
(Diez et al. 2000). En época de crecidas, la retenciéon disminuye, ya que aumen-
tan la profundidad, la anchura y la potencia hidraulica (Larranaga et al. 2003).

Para medir la capacidad de los cauces para retener hojas se pueden utilizar cua-
tro tipos de materiales: 1) hojas naturales pintadas en colores brillantes, prefe-
rentemente en una banda estrecha a lo largo del nervio central (haz y envés),
2) hojas exéticas que sean facilmente reconocibles (por ejemplo, Ginkgo biloba),
recogidas en otono y conservadas secas, 3) hojas de plastico artificiales (poco re-
comendable: aunque se parecen a las reales pueden tener un comportamiento
muy diferente) y 4) cualquier material facil de reconocer que se comporte de for-
ma parecida a las hojas (por ejemplo, tiras de loneta plastificada de 3 x 10 cm).
Dado que no siempre es posible recuperar todas las hojas que se echan al arroyo,
proponemos utilizar hojas de Ginkgo biloba para trabajos rutinarios. En arroyos pe-
quenos, y durante el estiaje, la mayor parte de las hojas son retenidas en apenas
unos metros (Larranaga et al. 2003) por el primer obstaculo que se encuentran.
Por ello, es recomendable marcar tres tramos, cada uno diez veces mas largo que
la anchura del cauce himedo (Lamberti y Gregory 1996), y realizar tres experi-
mentos consecutivos. En época de aguas altas la distancia recorrida por las hojas
suele ser mayor, por lo que el punto de suelta no es tan critico.

MATERIAL

— Hojas de Ginkgo biloba recogidas recién caidas y puestas a secar entre hojas de
papel absorbente. Guardar en grupos de 50 hojas.

— Red de 1 0 2 cm de malla, mas ancha que el cauce.

— Cinta métrica.

— Cuerdas para atar la red.

PROCEDIMIENTO

Trabajo de campo

1. La vispera del experimento, poner las hojas en remojo durante toda la noche
(fig. 10.9).

2. Colocar la cinta métrica a lo largo de la orilla del tramo.

149

La corriente tiende a
[levarse gran parte de la
hojarasca que entra al
rio, por lo que la
capacidad de retencion
del cauce tiene gran
importancia ecoldgica

Antes de usarlas las
hojas de ginkgo deben
ser remojadas durante
horas para favorecer su
distribucion en la
columna de agua



Figura 10.9:
Hojas de ginkgo listas para
SU S0

La macro 10.1 calcula la
tasa de retencion de
hojarasca
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. Bloquear el punto inferior del tramo experimental con la red.
. Soltar las hojas en el extremo superior del tramo, una a una, y distribuyéndo-

las a lo ancho del cauce humedo.

. Una hora después de liberar las hojas, recoger y contar las que han quedado

en la red. Mantener la red en posicion.

Caminar por el cauce, aguas arriba, recogiendo todas las hojas. Marcar la dis-
tancia recorrida por cada una (precision = 1 m) y anotar el tipo de estructura
que retuvo la hoja (rapido, poza, margen, raices, madera, macrofitos, arena,
grava, cantos, bloques).

Tras recoger todas las hojas, quitar la red.

Calculos

1.

nNo

Expresar el numero de hojas en transporte (L,) frente a la distancia recorrida
(d), y ajustar al modelo exponencial (Young et al. 1978):

L,=IL,e" (10.1)

donde L;: numero total de hojas liberadas (o recuperadas), e: base de los lo-
garitmos neperianos, y k: tasa de retencion (m™).

. Para ajustar los datos al modelo, calcular la regresion entre el logaritmo ne-

periano del nimero de hojas en transporte y la distancia. La pendiente de la
regresion equivale a la tasa de retencion k.

. La distancia media recorrida (m) se calcula como 1/k (Newbold et al. 1981).
. Para calcular la eficiencia relativa de retenciéon de cada tipo de estructura, di-

vidir el porcentaje de hojas que ha retenido una estructura por el porcentaje
de cauce humedo que cubre esa estructura.
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Técnica 18. Materia organica particulada bentonica

La materia organica particulada gruesa (MOPG) es la principal fuente de ali-
mento para las comunidades fluviales de zonas boscosas (por ejemplo, Hall et al.
2000), probablemente porque es mas facilmente retenida en el lecho que otras
fracciones mas finas. Este material al6ctono es aportado por el bosque ripario en
grandes cantidades (Abelho 2001) e incluye restos de madera, frutos, flores y, so-
bre todo, por su cantidad y regularidad, hojas (por ejemplo, Pozo et al. 1997a).

La distribucion de la materia organica particulada gruesa bentonica (MOPGB) es bas-
tante gregaria y esta sometida a una gran variabilidad temporal (Molinero y Pozo
2004), principalmente debida a la fenologia de los aportes y al régimen hidrol6-
gico. Por otra parte, las alteraciones en la vegetacion riparia (eliminacién del bos-
que ripario o sustitucion por plantaciones de especies exoticas) modifican la can-
tidad, la calidad y la fenologia de las entradas, asi como su acumulaciéon en el
lecho fluvial (Molinero y Pozo 2004).

Las cantidades de MOPG benténica son muy variables de unos estudios a otros
(Abelho 2001), poniéndose de manifiesto, ademas, la escasez de estudios en el

hemisferio sur (cuadro 10.1).

Existen varios métodos para cuantificar la MOPGB: muestreo al azar del cauce

himedo (Gonzalez y Pozo 1996), muestreo de transectos al azar (Golladay et al.

MOPGB
Localidad Latitud Vegetacion Orden de rio (g PSLCm™) Referencia’
Alaska, EE.UU. 65 °N  Taiga 2 8 1
2 z 50 °N Picea y bosque 1 968 2
Québec, Canads caducifolio 2 317 2
5 456 2
Oregon, EE.UU. 45°N  Coniferas 1 1012-5117 3
3 388 3
5 61 5
Espana 43 °N  Bosque caducifolio 1 91 4
Plantacion de 1 140 4
cucaliptos
Virginia, EE.UU. 37°N  Bosque mixto 1 1730 5
Carolina del 35 °N  Bosque caducifolio 1 391 6
Norte, EE.UU. Bosque caducifolio 2 286 6
talado
Victoria, Australia ~ 37°S  Bosque de 4 105 7
eucaliptos

* 1: Irons y Oswood (1997); 2: Naiman y Link (1997); 3: Webster y Meyer (1997); 4: Molinero y Pozo (2004);
5: Smock (1990); 6: Webster et al. (1990); 7: Treadwell et al. (1997).
Fuente: Modificado de Pozo y Elosegi (2005).
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Las hojas suelen
constituir la fraccion
mas abundante de la
MOPG bentonica

Cuadro 10.1:

Materia organica
particulada gruesa
bentdnica (MOPGB)
(exceptuando restos grandes
de madera) en varios rios
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Figura 10.10:

Red de tipo Surber
modificada, con la que se
recoge la MOPG del lecho

fluvial

Es recomendable realizar ~ 1989) o a intervalos regulares a lo largo del cauce (Wallace et al. 1995), y mues-

transectos transversales  reo estratificado al azar (Mulholland 1997). Uno de los utensilios mas utilizados
al azar para estimar la

o es una red de tipo Surber (fig. 10.10). Dependiendo de la entidad del rio, pue-
MOPG bentonica

de seleccionarse un tramo de entre 50 y 100 metros de longitud que sea lo mas
homogéneo posible atendiendo a la vegetacion riparia, la morfologia fluvial y el
sustrato.

MATERIAL

— Balanza.

— Bolsas de plastico con autocierre.

— Cinta métrica.

— Congelador (opcional).

— Cirisoles de porcelana.

— Cubetas de papel de filtro o de aluminio.

— Cubetas de plastico.

— Desecador.

— Estufa.

— Horno.

— Jarra.

— Pala pequena.

— Red de tipo Surber (superficie de muestreo de 0,25 m®; tamario de poro de la
red de 1 mm).

— Rotulador.

— Tabla de nimeros aleatorios.

— Tamices de 1y 10 mm de poro.
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PROCEDIMIENTO

1. Utilizando una tabla de numeros aleatorios, seleccionar cinco puntos que pue-
dan ser localizados longitudinalmente con ayuda de una cinta métrica. En
cada punto trazar un transecto de 0,5 m de ancho, de orilla a orilla del cauce,
incluido el cauce seco (fig. 10.11).

2. Anotar la anchura del cauce en cada transecto.

3. Si en un transecto todo el cauce es humedo seguir so6lo el procedimiento b de
este apartado. En el caso de existir una parte seca en el cauce, seguir los dos
procedimientos que se indican a continuacion:

a) Recoger todo el material de la parte seca del transecto con ayuda de una
pala pequena hasta un profundidad de 5 cm. Retirar las piedras de la mues-
tra. Colocar el material recogido sobre un conjunto de tamices: 10 mm arri-
ba, 1 mm abajo. Lavar la muestra con una jarra y agua del rio, desechando
todo el material inorganico que se pueda, asi como los restos de madera de
mas de 1 cm de diametro. Introducir el resto en una bolsa de plastico con
autocierre y etiquetar convenientemente con un rotulador.

b) Enla parte de cauce hiimedo, muestrear la MOPG del lecho con ayuda de una
red de tipo Surber. Remover manualmente y con la pala el sustrato hasta una
profundidad de 5 cm, permitiendo que la corriente transporte la materia or-
ganica resuspendida hasta la red. Lavar el contenido de la red sobre el tamiz
de 10 mm, retirando piedrasy gravay las piezas de madera de mas de 1 cm de
diametro. Repetir el proceso hasta muestrear todo el transecto. Introducir la
muestra en una bolsa con autocierre y etiquetar. En el caso de haber muestra
de a, puede reunirse en la misma bolsa con el material recolectado aqui.

4. Proceder del mismo modo con los otros transectos.

Para la estima de la
MOPG bentdnica se debe
muestrear tanto el cauce
himedo como el seco

Aunque se recojan varias
redes Surber por
transecto, el conjunto de
todas ellas constituye
una dnica réplica

Figura 10.11:

Tramo fluvial donde se
sefialan una serie de
transectos de 0,5 m de
anchura elegidos al azar
donde se recogeré la MOPG
bentdnica



La madera muerta
gruesa tiene un papel
estructural mas
importante que la
madera fina
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5. Trasladar las muestras al laboratorio. En el caso de no poder procesarlas de
inmediato, congelarlas hasta el momento de su analisis.

6. Si el estudio contempla varios muestreos en el tiempo, pueden realizarse con
una frecuencia mensual, aumentandola (por ejemplo, a dos veces al mes) en
las épocas de mayores entradas.

7. Una vez en el laboratorio, abrir cada bolsa y verter su contenido sobre un ta-
miz de 1 mm, lavando con agua de grifo para acabar de eliminar los mate-
riales inorgdnicos (arenas, limos...). Depositar la muestra de MOPG en una
cubeta de plastico.

8. Separar la MOPG en categorias, por ejemplo, hojas (pueden separarse a su vez
en especies), ramitas, corteza, frutos, flores y material no identificado. Colocar cada
categoria en una cubeta de aluminio o de papel de filtro previamente pesada.

9. Medir el peso seco (PS) tras secar en estufa a 70 °C durante 72 horas y enfriar
en desecador.

10. Transferir el material de cada cubeta a un crisol de porcelana previamente
pesado. Si la muestra es muy grande puede utilizarse una parte alicuota de la
misma y extrapolar después al conjunto.

11. Medida del peso de las cenizas (PC): introducir los crisoles en el horno y cal-
cinar a 500 °C durante 4 horas, enfriar en desecador y pesar.

12. Determinar el peso seco libre de cenizas (PSLC) de cada componente de la
MOPG restando del peso seco (PS) el peso de las cenizas (PC). Sumar los valo-
res de todos los componentes para determinar el PSLC total de cada muestra.

18. Calcular la superficie (m®) de cada transecto multiplicando la anchura del
cauce (m) por 0,5 m.

14. Para expresar los resultados por unidad de superficie del lecho fluvial (g PSLC
m™), dividir en cada caso la cantidad de material por la superficie del transecto.

Técnica 19. Cantidad de madera en el cauce

La madera muerta es un componente que puede llegar a ser muy abundante en
muchos arroyos y rios (Harmon et al. 1986, Gregory et al. 2003). Los restos lenosos
en el cauce retienen agua, sedimentos y materia organica, estabilizan el cauce, re-
ducen el impacto de las crecidas sobre la biota, proporcionan habitat para inverte-
brados y peces, mejoran la calidad del agua, etc. (Gregory et al. 2003). La cantidad
de madera muerta depende no sé6lo de la composicion y estructura del bosque ad-
yacente y de la morfologia del rio en cada tramo, sino también de las actividades
humanas en el cauce y en sus riberas (Diez et al. 2001). Sin embargo, la madera sue-
le presentar una distribucion de contagio, por lo que los métodos clasicos de de-
terminacién del tipo de sustrato son inadecuados para medir su abundancia. Ha-
bitualmente se distingue entre madera muerta gruesa (restos mayores de 5 0 10 cm
de diametro, > 1 m de longitud) y madera fina, que tiene un papel estructural me-

154



DINAMICA Y RELEVANCIA DE LA MATERIA ORGANICA TECNICA 19

nos importante (Harmon et al. 1986). Determinar la cantidad de madera en un tra-
mo puede ser poco 0 muy costoso, en funcion de la cantidad y disposicion, y del ta-
mano minimo que se quiera considerar. Medir los troncos grandes es relativamen-
te sencillo, segtin su abundancia y disposicion, pero medir todos los palos pequenos
resulta mas complicado. Aqui se propone realizar un censo total de todos los restos
de madera mayores de 5 cm de diametro, dada su mayor influencia sobre el cauce.

Ademas de cuantificar la cantidad de madera en el cauce, resulta de interés ob-
servar su dindmica temporal de movimiento en el cauce, sobre todo desde el pun-
to de vista de su manejo. Para ello se suelen marcar los troncos, se ubican en la
cartografia, y se revisa periédicamente su posicion.

MATERIAL

— Cinta métrica de 50 m.

— Calibre forestal o, en su defecto, cinta métrica de 2 m.
— Regla de 2 m.

— Martillo.

— Clavos.

— Chapas metdlicas numeradas.

— Cartografia del tramo (técnica b).

PROCEDIMIENTO

Trabajo de campo

1. Empezando en el extremo inferior del tramo, identificar y ubicar en la carto-
grafia todos los restos lenosos con un diametro superior a 5 cm que se en-
cuentren en el cauce (fig. 10.12).

2. Para restos ubicados integramente dentro del cauce, medir el diametro (o el
perimetro) de los dos extremos y la longitud del tronco. Para troncos ramifi-
cados, determinar los diametros y longitud de cada rama.

3. Para restos parcialmente fuera del cauce, medir el diametro y la longitud del
trozo dentro del cauce, y lo mismo con el trozo fuera del cauce.

4. Medir la altura del tronco respecto del lecho.

5. Marcar el tronco con una chapa numerada y anotar su posiciéon con 1 m de
precision.

Calculos
1. Calcular el volumen de cada tronco aplicando la féormula del troncocono:

(R2 +72)+(R1")
3

V=nrl (10.2)

Se miden y se localizan
todas las piezas de
madera muerta gruesa



Figura. 10.12:
Medicion del dizmetro
de un tronco
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donde V: volumen (cm®), I: longitud (cm), R: radio del extremo mds grueso
(cm), y r: radio del extremo mas delgado (cm).

2. Sumar el volumen de todos los troncos, y dividirlo por la superficie del cauce del
tramo. Expresar el volumen de madera en cm®m™ de cauce, o en m*ha™ de cauce.

Otras consideraciones
La cantidad de madera muerta suele variar muy poco con el tiempo, por lo que

un muestreo anual suele ser suficiente si no ocurren eventos imprevistos.

Ademas de calcular el volumen de madera, se puede determinar su masa. Para
ello hay que recoger algunas muestras (15 o 20 trozos son suficientes), determi-
nar su volumen, y medir su masa por gravimetria, como se hace con el resto de la
MOPG (por ejemplo, técnica 18).

Técnica 20. Descomposicion de la hojarasca

El término descomposicion se ha usado en la literatura para referirse a dos procesos
diferentes: 1) la desintegracion mecanica de los materiales vegetales hasta un es-
tado en el que la estructura celular no es reconocible, y 2) la mineralizacion de los
compuestos organicos hasta formas inorganicas. L.a descomposicion de la materia
organica se lleva a cabo por un diverso conjunto de organismos, detritivoros, como
muchos invertebrados fluviales, y descomponedores, como hongos y bacterias. La
actividad microbiana pone en marcha una maquinaria enzimatica extracelular hi-
drolitica y oxidativa que despolimeriza las celulosas, las hemicelulosas y las ligni-
nas en compuestos mas facilmente asimilables (Graca et al. 2005), que después se
utilizan para construir estructuras y como fuente de energia (técnica 27).
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Cuando un resto organico cae al agua algunos de sus componentes se pierden ra-
pidamente por un proceso fisico de lixiviacion, disolucién o arrastre por el agua
(Barlocher 2005). Al mismo tiempo se inicia una colonizacién microbiana (bac-
terias y hongos) que acondiciona el material, aumentando su palatabilidad para
los detritivoros y desencadenando un periodo de intensa actividad biolégica. Ade-
mas de la fragmentacion debida a los detritivoros, la abrasion fisica, causada por
la corriente, y la produccion de heces contribuyen a aumentar la superficie de de-
tritus susceptible de ser usada por los descomponedores. El producto es un ma-
terial cada vez mas dificil de descomponer, porque pocos microorganismos dis-
ponen de las enzimas necesarias para romper los enlaces mas refractarios.

Factores fisicos, como la temperatura, o quimicos, como la concentracién de nu-
trientes en los materiales y en el agua, son los principales condicionantes de la acti-
vidad biologicay de la velocidad a la que se descompone la materia organica muerta.

La tasa de descomposicion de la materia organica aumenta con la temperatura, por
lo que varia estacionalmente (fig. 10.13). Debido a ello, y con objeto de poder com-
parar tasas corrigiendo el efecto de la temperatura, las pérdidas se suelen expresar
en funcién de grados-dias, un concepto que representa una cantidad de calor acu-
mulado en un cierto periodo de tiempo. El valor de grados-dias se calcula como la
suma de las temperaturas medias diarias durante un periodo determinado.

La tasa a la que desaparece el material por la accién de descomponedores y de-
tritivoros depende, ademas, de su calidad, que se puede medir en términos de
textura, composiciéon bioquimica y contenido en nutrientes. La hojarasca que po-
see un elevado contenido en componentes estructurales refractarios, como celu-
losas y ligninas, es de poco valor nutricional para los detritivoros que carecen de
las enzimas apropiadas para la degradacion de esos compuestos y, por lo tanto, se

descompone lentamente.

La descomposicion de la hojarasca es uno de los procesos mas estudiados en rios
pequenos donde los aportes vegetales terrestres son abundantes. Mas informacion
acerca de las metodologias aplicadas se puede encontrar en Graca et al. (2005).
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La descomposicion
incluye la fragmentacion
fisica, los cambios
quimicos, y la actividad
de los detritivoros y
descomponedores

La tasa de
descomposicion depende
de la temperatura y de
la calidad de la materia
organica

Figura 10.13:

Pérdida de masa en funcidn
del tiempo (izquierda)

y de los grados-dias
(derecha) de la hojarasca
de aliso en un arroyo del
norte de Espana



Figura 10.14:

Bolsas de malla de 5 mm de
DOI0 preparadas para
depositar (izquierda) o ya
sumergidas en el rio
(derecha). Para asegurarlas
se pueden atar a piedras o
a barras de hierro clavadas
en el lecho

Se deben recoger hojas
recién caidas, enteras y
sin manchas

TECNICA 20 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

MATERIAL

Balanza (precision: 0,01 g).

Barras de hierro (aproximadamente 10 mm de diametro y 0,50 m longitud).
Bolsas de incubacién confeccionadas con malla plastica comercial de 5 mm de
poro (fig. 10.14).

Bolsas de plastico con autocierre.

Cajas metalicas con paredes agujereadas y cable para sujecion.

Cubetas de papel de filtro o de aluminio.

Estufa.

Etanol al 70%.

Etiquetas de identificacion de las muestras. Deben soportar los efectos del
agua.

Sedal fuerte de pesca.

Horno.

Maza.

Pulverizador de jardineria.

Rotulador.

Sensores de medicién de temperatura en continuo.

Tamiz (0,2 mm de poro).

Tijeras.

Viales para conservar los invertebrados.

PROCEDIMIENTO

1.
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Recolectar hojas de la especie a estudiar inmediatamente después de su abs-
cision, preferentemente de una sola localidad. Desechar las hojas en mal es-
tado, con manchas, carentes de peciolo o que presenten signos de actividad
fangica o material mineral adherido.

. Una vez en el laboratorio, mezclar bien el conjunto y extender las hojas en

un lugar bien aireado, sobre una superficie limpia, para agilizar Ia pérdida de
humedad. Remover diariamente para evitar el desarrollo de hongos, sobre
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10.

todo si las hojas venian muy htiimedas del campo. El material puede estar lis-
to para su utilizacion al cabo de unos siete dias.

. Para llevar a cabo las incubaciones, introducir una cantidad de hojas, previa-

mente pesada, de la especie de interés, en bolsas de malla inerte (por ejemplo,
Pozo 1993) (fig. 10.14). Confeccionar bolsas de unos 20 x 25 cm con malla
plastica verde comercial de 5 mm de poro, suficiente para permitir el acceso a
las hojas de la mayor parte de los invertebrados benténicos. Si se usan bolsas
de diferentes tamanos de poro se puede estudiar el efecto de la exclusion de
algunos invertebrados discriminando por su tamano. En funcién del tamano
de los fragmentadores locales se puede usar un tamano de malla u otro.

. Establecer un calendario de muestreo para la retirada de las bolsas del rio. La

frecuencia de recogida depende de la velocidad a la que desaparece el mate-
rial, pudiendo ser semanalmente para las especies de descomposicion rapida,
o cada dos semanas o mensualmente para especies de mas lento procesado.
Se puede establecer un calendario interactivo después de un primer mues-
treo a los siete dias, de manera que las fechas se van determinando (por ejem-
plo, T}, tiempo estimado para una pérdida del 50% del material) en funcién
de la velocidad del proceso (basada en los muestreos precedentes al proxi-
mo) y asumiendo que la dinamica de la pérdida de masa se ajusta a un mo-
delo de regresion exponencial negativo. Realizar cinco muestreos, retirando
cinco réplicas en cada ocasion.

. Pesar entre 5y 10 (+ 0,25) g de hojas secadas al aire (Pa)y colocarlas en una

bandeja junto con la etiqueta de identificacion.

. Humedecer las hojas de las bandejas con un vaporizador de jardineria para

evitar su fragmentacion cuando se manipulen. Usar agua del rio.

. Introducir el material y cerrar cada bolsa con el sedal sobrante.
. Transportar las bolsas al rio, distribuirlas en conjuntos de cinco réplicas en

rapidos seleccionados aleatoriamente, o en funcion de las posibilidades de es-
pacio que ofrezca el rio si es pequeno. Clavar una barra de hierro en el lecho,
con la ayuda de una maza, para cada conjunto de cinco réplicas. Atar las bol-
sas con sedal, comenzando a trabajar desde el extremo superior del tramo y
continuando aguas abajo. Dibujar un esquema de la situacion de las barras.

. En cada tramo, emplazar al menos un sensor de temperatura en continuo,

protegido por una caja metalica agujereada, y fijado de forma segura, de
modo que quede protegido de la accion directa de la luz solar, de danos me-
canicos y de curiosos.

Utilizar al menos cinco réplicas extras, sumergirlas en el tramo de estudio
(evitar pozas con renovacion deficiente), sin que entren en contacto con el
lecho. Al cabo de 24 horas retirar estas cinco bolsas y devolverlas al laborato-
rio. Determinar el peso seco de cada una de las cinco réplicas tras secar en
estufa (70 °C, 72 h), dejar enfriar en desecador y pesar. Dividir cada uno de
esos pesos entre el correspondiente peso seco al aire (Pa). El valor medio
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Aunque normalmente se
usan bolsas de 5 mm, la
malla se puede cambiar
en funcion del tamafo
de los fragmentadores
de cada rio
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
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de esas cinco determinaciones es el coeficiente (S) para estimar el peso seco
a estufa (Pe) inicial a partir del peso seco al aire (Pa)de cada una de las mues-
tras preparadas para el experimento, corregidas para el efecto de la manipu-
lacion (preparacion de bolsas, transporte...) y para el lixiviado.

Pe=PaS (10.3)

Utilizar las mismas cinco réplicas para calcinar el material en mufla (500 °C, 4 h).
Dejar enfriar en desecador y pesar. Calcular el peso seco libre de cenizas (PSLC)
de cada réplica como la diferencia entre el peso introducido en el hornoy el peso
de las cenizas; dividirlo por el peso introducido en el horno y determinar el coe-
ficiente (C), como la media de esos cinco valores, para estimar el peso seco libre de
cenizas inicial (PSLCi) de cada muestra a partir de su peso seco a estufa (Pe).

PSLCi = PeC (10.4)

Alternativamente,

PSLCi = PaSC 10.5)

Realizar la primera recogida a los siete dias después del implante. Los suce-
sivos muestreos se determinan sobre la base de los datos de los muestreos pre-
cedentes como se indic6é anteriormente. Ir muestreando rio arriba, reco-
giendo una bolsa de cada barra, hasta totalizar cinco réplicas. Transferir
inmediatamente cada réplica a un bolsa de plastico con autocierre con un pe-
queno volumen de agua y etiquetarla convenientemente. Colocar en nevera
portatil con hielo para su traslado al laboratorio.

En cada muestreo tomar un volumen suficiente (aproximadamente 5 L) de
agua del rio pasada por un tamiz de 0,2 mm, para usarla después en el lava-
do del material en el laboratorio.

La forma de proceder con las bolsas en el laboratorio depende del nimero
de variables que se vayan a analizar. Abrir cada bolsa y verter su contenido so-
bre un tamiz de 0,2 mm de poro. Si se van a estudiar los invertebrados aso-
ciados, verter y limpiar adecuadamente sobre el tamiz el contenido de la bol-
sa de plastico donde se transportaba la réplica.

Limpiar las hojas con agua del rio mediante el pulverizador de jardineria para
separar los animales y las particulas minerales adheridas. Depositar las hojas
lavadas en una bandeja de papel de filtro convenientemente etiquetada.
Separar, si es el caso, los macroinvertebrados retenidos en el tamiz, conser-
vandolos directamente en etanol al 70%.

Secar el material de cada réplica en estufa (70 °C, 72 h). Enfriar en deseca-
dor y pesar con precision de 0,01 g, obteniendo el peso seco remanente (Pr).
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18. Calcinar la muestra seca en mufla (500 °C, 4 h), dejar enfriar en desecadory
pesar para determinar el peso seco libre de cenizas remanente (PSLCr).

19. Determinar el porcentaje de material remanente en términos de PSLC de
cada muestra (%PSLCr).

%PSLCr= (PSLCr/PSLCi)100, o %PSLCr= (PSLCr/PSLCil)100,

si se parte de valores iniciales post lixiviado.
20. La pérdida de masa se puede ajustar a algiin modelo de regresion, aunque el
mas comun de la literatura es el exponencial negativo:

M, =M,e™ (10.6)

donde M,: masa en el tiempo ¢ (g), M,: masa inicial, k: tasa de pérdida diaria
(dia™), y & tiempo (dias).

21. La tasa de descomposicion, k, es la pendiente de la regresion entre el
In %PSLCry el tiempo, en dias, y representa una fraccién constante de pér-
dida de la cantidad de material que va quedando. Si se desea corregir el efec-
to de la temperatura, en lugar del tiempo como variable independiente se
pueden utilizar la temperatura acumulada (grados-dias).

Técnica 21. Balances de materia organica particulada gruesa
en sistemas fluviales

Un balance es un conjunto de cadlculos relativos a entradas (E)y salidas (S) en un sis-
tema. Para el conjunto de la materia organica en un ecosistema fluvial es dificil cons-
truir un balance por la complicacion de vias de circulaciéon y conversiones que se
producen, principalmente en las fracciones finay disuelta, y por las interacciones tie-
rra-agua-sedimentos, que hacen enormemente laborioso el trabajo (Cummins et al.
1983). El balance basico de MOPG en un tramo fluvial en particular se construye de-
terminando las entradas verticales y laterales desde el medio terrestre circundante,
el transporte desde rio arriba, la acumulacién en el cauce y las salidas, tanto por
transporte rio abajo como por efecto del consumo y la descomposicion (fig. 10.15).

La ecuacion general de un balance de MOPG en un tramo fluvial determinado
puede expresarse como:
S=E+AB 10.7)

donde S:salida de material en un determinado tiempo, E: entrada de material en
un periodo, e AB: variacion en la acumulacién de MOPG benténica en ese mis-
mo periodo.
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La macro 10.2 permite
calcular la tasa de
descomposicion

de hojarasca

El balance es un
resultado de las
entradas verticales
laterales y por
transporte, y las salidas
por transporte, consumo
y descomposicion



Figura 10.15:
Componentes de un balance
de materia organica
particulada gruesa (MOPG)
en un tramo fluvial

El balance como minimo
debe corresponder
a un afo
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. Entrada

Fuente: Modificado de Pozo (2005).

Esa expresion se puede desglosar asi:

B =B +E.+E,+E -S,-S, (10.8)

donde B,: cantidad de MOPG en el lecho en un tiempo ¢, B;: cantidad de MOPG
en el lecho en el tiempo 0 (o previo), E,: entrada por transporte, E,: entrada ver-
tical (directa) desde el medio terrestre circundante, en el periodo entre 0y ¢, E,:
entrada lateral (indirecta) en el mismo periodo, S,: salida por transporte, y S,
pérdida genérica por descomposicion (procesado), que incluye pérdidas por
abrasion fisica, consumo y descomposicion.

No es habitual medir todas las vias de flujo, y algunas se determinan por diferen-
cia. Es importante referir las medidas a una unidad de superficie (m?®), lo que per-
mite comparar entre tramos o entre rios, con independencia de su tamano. En
cuanto a la extensiéon temporal del balance, las series temporales largas producen
mejores resultados, aunque los balances mas frecuentes corresponden a periodos
de un ano o inferiores (Webster y Meyer 1997). La cantidad y fenologia de los
aportes vegetales desde el medio terrestre, la acumulacion vy las salidas por trans-
porte y por procesado dependen de la especie, por lo que el conocimiento cuan-
titativo de las vias de flujo y reservorios de materia organica en el sistema permi-
te determinar eficiencias que son ttiles como indicadores de impactos en el
funcionamiento fluvial, por ejemplo, por cambios en la vegetacion riparia. El cua-
dro 10.2 muestra tasas de renovacion de la MOPG en varios rios del mundo.
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Renovacién
Localidad Latitud Vegetacion Orden de rio (ano™) Referencia®
Alaska, EE.UU. 65 °N  Taiga 2 7,6 1
2 = 50 °N  Piceay bosque 1 0,8 2
Qipecloze, Gt caducifolio 2 0,9 2
5 0,1 2
Oregon, EE.UU. 45 °N Coniferas 1 0,3-0,7 3
3 1,9 3
) 12,0 3
Espana”™ 43 °N  Bosque caducifolio 1 7,9 4
Plantacion de 1 4.0 4
eucaliptos
Virginia, EE.UU. 37 °N Bosque mixto 1 0,3 5
Carolina del 35 °N  Bosque caducifolio 1 1,6 6
Norte, EE.UU. Bosque caducifolio 2 1,5 6
talado
Victoria, Australia 37 °S Bosque de 4 6,0 7
cucaliptos

“ 1: Irons y Oswood (1997); 2: Naiman y Link (1997); 3: Webster y Meyer (1997); 4: Molinero y Pozo (2004);
5: Smock (1990); 6: Webster et al. (1990); 7: Treadwell et al. (1997).

" Sélo hojas.

Fuente: Modificado de Pozo y Elosegi (2005).

Esta técnica puede aplicarse al conjunto de la MOPG o a cualquiera de sus com-
ponentes (especies de hojas, ramas, frutos), ya que su separacion se puede realizar
con facilidad. Si el periodo considerado es de un ano, el muestreo debe realizarse
al menos una vez al mes, aumentando la frecuencia (al menos quincenalmente)

en las épocas de mayores aportes de hojarasca.
MATERIAL

— Equipamiento para determinacién de las entradas por transporte, asi como de
las directas e indirectas desde el entorno ripario (técnica 16).

— Equipamiento utilizado en la técnica 18 para determinar la MOPG del lecho
fluvial.

— Equipamiento utilizado para determinar la tasa de descomposicion (técnica 20).

PROCEDIMIENTO

1. Seleccionar un pequeno rio o un tramo vadeable sin tributarios de entre 50 y
100 metros de longitud en una zona boscosa.

2. Medir, ademas de la longitud del tramo, la anchura media del cauce a partir
de varias medidas de anchura.

3. Determinar las secciones superior e inferior del tramo, asi como la descarga
(técnica 3).

4. Determinar las entradas terrestres (directas e indirectas) siguiendo la técnica 16.
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9.

10.

11.

12.

14.

15.

. Determinar las entradas por transporte a partir del material retenido por las

redes de deriva colocadas en la seccion superior del segmento fluvial siguien-
do la técnica 16. Las salidas por transporte pueden ser calculadas por diferen-
cia en la ecuacion del balance.

. Determinar la MOPG del lecho siguiendo la técnica 18.
. Determinar las tasas de descomposicion, k, del, o de los componentes de la

MOPG siguiendo la técnica 20.

. Expresar las entradas verticales (E,) de MOPG en términos de g PSLC m™>d™,

dividiendo la cantidad de material en el cesto entre el producto de la superfi-
cie de captacion y el nimero de dias entre dos muestreos consecutivos.
Expresar las entradas laterales (E,) de MOPG en términos de g PSLC m™d™

mediante la expresion:
E =2M,/IWt (10.9)

donde M, : cantidad de MOPG en la trampa lateral (g), I: anchura de capta-
cion (longitudinal al rio) de la trampa (m), W:anchura media del cauce (m),
y t: tiempo transcurrido entre muestreos (d).

Expresar las entradas y/o salidas por transporte (£, S,) en términos de
g PSLC m™d™", dividiendo la cantidad de material que ingresa diariamente
por el area del segmento fluvial estudiado, A, la cual se calcula multiplican-
do Wpor la longitud del segmento, L.

La variacion de la MOPG del lecho del rio, AB, se puede expresar en térmi-
nos de g PSLC m~2d”, dividiendo la diferencia de almacenamiento entre
muestreos (g PSLC m™) por el nimero de dias transcurridos.

Calcular la tasa de renovacién (R, en d) de la MOPG del lecho como el co-
ciente entre la entrada total de MOPG (E)y la acumulacion media de MOPG
bentonica (B) en el periodo considerado (por ejemplo, un ano).

. Si se aplica la tasa de descomposicion, k, de un componente de la MOPG a

su acumulacién media en el lecho en un periodo determinado (por ejemplo,
un ano), las salidas por descomposicién se calculan como:

S, =Bk 10.10)

Asimismo, se puede calcular la eficiencia de utilizaciéon de la MOPG que in-
gresa desde el bosque ripario:

D=S,/(E, +E,) (10.11)

Resumir los calculos del balance para un determinado periodo (por ejemplo,
un ano) (cuadrol0.3).
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Entradas Verticales g PSLCm™a™
Laterales g PSLCm™a™
Transporte g PSLCm™a™
Total g PSLCm™a™

Acumulacién en el lecho Stock medio g PSLC m™

Salidas’ Procesado g PSLCm™a™
Transporte g PSLC m™a™
Total g PSLCm™a™

" Las salidas por transporte podrian calcularse por diferencia, si se ha medido la descomposicién y se consi-
dera que el sistema esta en equilibrio.

10.2. Bibliografia

ABELHO M. «From litterfall to breakdown in streams: A review». The Scientific World 1 (2001):
656-680.

BARLOCHER F. «Leaching». En M.A.S. Graca F.B., y M.O. Gessner, eds. Methods to study litter
decomposition: A practical guide. Dordrecht: Springer, 2005: 33-36.

BiLy R.E., y LIKENS G.E. «Importance of organic debris dams in the structure and function
of stream ecosystems». Ecology 6 (1980): 1107-1113.

CEBRIAN J. «Patterns in the fate of production in plant communities». The American Natura-
list 154 (1999): 449-468.

CumMMINs KW, SEDELL J.R., y SWANSON FJ. «Organic matter budgets for stream ecosystems:
Problems in their evaluation». En J.R. Barnes, y G.W. Minshall, eds. Stream ecology: Appli-
cation and lesting of general ecological theory. Nueva York: Plenum Press, 1983: 299-353.

Diez J.R., ELOsEGI A., y POzo J. «<Woody debris in north iberian streams: Influence of geo-
morphology, vegetation and management». Environmental Management 28 (2001): 687-698.

DiEz J.R., LARRANAGA S., ELOSEGI A., y Pozo J. «Effect of removal of wood on streambed sta-
bility and retention of organic matter». Journal of the North American Benthological Society
19 (2000): 621-632.

ELOSEGI A., DIEz J., y Pozo J. «Contribution of dead wood to the carbon flux in forested
streams». Earth Surface Processes and Landforms 32 (2007): 1219-1228.

Erosect A., y Pozo J. «Litter input»>. En M.A.S. Graca, y M.O. Gessner, eds. Methods to study
litter decomposition: A practical guide. Dordrecht: Springer, 2005: 3-12.

GoLLADAY S.W., WEBSTER J.R., y BENFIELD E.F. «Changes in stream benthic organic matter
following watershed disturbance». Holarctic Ecology 12 (1989): 96-105.

GONCALVES J.F.J., FRANCA ].S., y CALLISTO M. «Dynamics of allochthonous organic matter in
a tropical Brazilian headstream». Brazilian Archives of Biology and Technology 49 (2006):
967-973.

GONZALEZ E., y POzo J. «Longitudinal and temporal patterns of benthic coarse particulate or-
ganic matter in the Agtiera stream (Northern Spain)». Aquatic Sciences 58 (1996): 355-366.

GrACA M.A.S., BARLOCHER F., y GESSNER M.O., eds. Methods to study litter decomposition: A prac-
tical guide. Dordrecht: Springer, 2005.

GREGORY S.V., BOYER K.L., y GURNELL A.M., eds. The ecology and management of wood in world
rivers. Bethesda: American Fisheries Society, 2003.

HALL R.O.J., WALLACE ].B., y EGGERT S.L. «Organic matter flow in stream food webs with re-
duced detrital resource base». Ecology 81 (2000): 3445-3463.

Cuadro 10.3:
Balance anual de MOPG



CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

HARMON MLE., FRANKLIN J.F., SWANSON F.J., SOLLINS P., GREGORY S.V., LATTIN J.D., ANDERSON
N.H., CLINE S.P., AUMEN N.G., SEDELL J.R., LIENKAEMPER G.W., CROMACK K., y CUMMINS
K.W. «Ecology of coarse woody debris in temperate ecosystems». Advances in Ecological
Research 15 (1986): 133-302.

HAUER FR., y LAMBERTI G.A., eds. Methods in stream ecology. San Diego: Academic Press, 2007.

IrRONS J.G., y Oswoop M.W. «Organic matter dynamics in 3 subarctic streams of interior
Alaska, USA». Journal of the North American Benthological Society 16: 23-28, 1997.

LAMBERTI G.A., y GREGORY V. «Transport and retention of CPOM». En FR.H. Lamberti, ed.
Methods in stream ecology. San Diego: Academic Press, 1996: 217-229.

LARRANAGA S., DIEZ J.R., ELOSEGI A., y POZO |. «Leaf retention in streams of the Agtiera ba-
sin (Northern Spain)». Aquatic Sciences 65 (2003): 158-166.

MATHURIAU C., THOMAS A.G.B., y CHAUVET E. «Seasonal dynamics of benthic detritus and as-
sociated macroinvertebrate communities in a neotropical stream». Fundamental and
Applied Limnology 171 (2008): 323-333.

MiNsHALL G.W. «Role of allochthonous detritus in the trophic structure of a woodland
springbrook community». Ecology 48 (1967): 139-149.

MOLINERO J., y POzo J. «Impact of a eucalyptus (Eucalyptus globulus labill.) plantation on the
nutrient content and dynamics of coarse particulate organic matter (CPOM) in a small
stream». Hidrobiologia 528 (2004): 143-165.

MULHOLLAND P.J. «Organic matter dynamics in the west fork of Walker Branch, Tennessee,
USA». Journal of the North American Benthological Society 16 (1997): 61-67.

NAIMAN R/J., DEcamp H., y MccLAIN MLE. Riparia: Ecology, conservation, and management of
streamside communities. Amsterdam: Elsevier Academic Press, 2005.

NamvaN R/J., y LINK G.L. «Organic matter dynamics in 5 subarctic streams, Québec, Cana-
da». Journal of the North American Benthological Society 16 (1997): 33-39.

NEwsOLD J.D., Etwoob J.W., O'NEILL R.V., y VAN WINKLE W. «Measuring nutrient spiralling
in streams». Canadian Journal of Fisheries and Aquatic Sciences 38 (1981): 860-863.

Pozo J. «Leaf litter processing of alder and eucalyptus in the Agiiera stream system (North
Spain) I. Chemical changes». Archiv fiir Hydrobiologie 127 (1993): 299-317.

Poz0 J. «Coarse particulate organic matter budgets». En M.A.S. Graca, F. Barlocher, y M.O.
Gessner, eds. Methods to study litter decomposition: A practical guide. Dordrecht: Springer,
2005: 43-50.

Pozo J., y ELosEGI A. «Coarse benthic organic matter». En M.A.S. Graca, F. Bérlocher, y
M.O. Gessner, eds. Methods to study litter decomposition: A practical guide. Dordrecht: Sprin-
ger, 2005: 25-32.

Pozo J., GoNZALEZ E., DiEz J.R., MOLINERO J., y ELOSEGI A. «Inputs of particulate organic
matter to streams with different riparian vegetation». Journal of the North American Ben-
thological Society 16 (1997a): 602-611.

Pozo J., GonzALEz E., Diez J.R., y ELOSEGI A. «Leaf-litter budgets in two contrasting fores-
ted streams». Limnetica 13 (1997b): 77-84.

SABATER S., BERNAL S., BUTTURINI A., NIN E., y SABATER F. «Wood and leaf debris input in a
Mediterranean stream: The influence of riparian vegetation». Archiv fiir Hydrobiologie
153 (2001): 91-102.

SMock L.A. «Spatial and temporal variation in organic matter storage in low-gradient,
headwater streams». Archiv fiir Hydrobiologie 118 (1990): 169-184.

TREADWELL S.A., CAMPBELL I.C., y EDWARDS R.T. «Organic matter dynamics in Keppel
Creek, Southeastern Australia». Journal of the North American Benthological Society 16
(1997): 58-61.

VANNOTE R.L., MINSHALL G.W., CUMMINS K'W., SEDELL ].R., y CUSHING C.E. «The river conti-
nuum concept». Canadian_Journal of Fisheries and Aquatic Sciences 37 (1980): 130-137.

166



DINAMICA Y RELEVANCIA DE LA MATERIA ORGANICA

WALLACE J.B., WHILES M.R., EGGERT S., CUFFNEY T.F., LUGTHART G.]., y CHUNG K. «Long-term
dynamics of coarse particulate organic matter in three Appalachian Mountain streams».
Journal of the North American Benthological Society 14 (1995): 217-232.

WALLACE J.B., EGGERT S.L., MEYER J.L., y WEBSTER ].R. «Effects of resource limitation on a
detrital-based ecosystem». Ecological Monographs 69 (1999): 409-442.

WEBSTER J.R., CovicH A.P., TANK J.L., y CROCKETT T.V. «Retention of coarse organic particles
in the Southern Appalachian Mountains». Journal of the North American Benthological
Society 13 (1994): 140-150.

WEBSTER J.R., GOLLADAY S.W., BENFIELD E.F., D°ANGELO D.J., y PETERS G.T. «Effects of forest
disturbance on particulate organic matter budgets of small streams». Journal of the North
American Benthological Society 9 (1990): 120-140.

WEBSTER J.R., y MEYER J.L. «Stream organic matter budgets». Journal of the North American
Benthological Society 16 (1997): 3-4.

WETZEL R.G. Limnology: Lake and river ecosystems. San Diego: Academic Press, 2001.

YOUNG S.A., KOvALAK W.P., y DEL SIGNORE K.A. «Distances travelled by autumn leaves intro-
duced into a woodland stream». American Midland Naturalist 100 (1978): 217-222.

167






CAPITULO

La biota de los rios:
los microorganismos heterotroficos

ANNA M. ROMANI, JOAN ARTIGAS, ANTONIO CAMACHO,
MANUEL A.S. GrRACA Y CLAUDIA PASCOAL

11.1. Introduccion

En los ecosistemas fluviales se pueden encontrar microorganismos heterétrofos
tanto en el bentos como en el plancton. En el bentos, las bacterias, hongos y pro-
tozoos, juntamente con algas y cianobacterias, y dentro de una matriz mucilagi-
nosa de polisacdridos y proteinas, forman el biofilm, que se desarrolla sobre los
distintos sustratos del lecho (piedras, rocas, granos de arena, limo, hojarasca, ma-
crofitos, madera). En arroyos de orden 1 a 4, la comunidad benténica microbia-
na es la principal responsable de procesar la materia organica, siendo su bioma-
sa mucho mas significativa que la plancténica (Pusch etal. 1998). En rios mayores
(orden 5-8) se desarrolla una comunidad plancténica en la que encontramos bac-
terias, ciliados y flagelados.

Las bacterias bent6nicas colonizan especialmente rocas, cantos rodados y sedimen-
tos blandos. La densidad y diversidad de bacterias se ve afectada por multiples fac-
tores, tanto quimicos y fisicos (disponibilidad de materia organica, temperatura,
nutrientes, tamano de grano del sedimento, oxigeno) como biolégicos (desarrollo
de la comunidad algal, actividad bacterivora de protozoos). Las bacterias pueden
llegar a representar hasta un 10% del total de la biomasa microbiana benténica en
condiciones de luz (donde la mayor parte de la biomasa es algal), y hasta un 70%
en el sedimento hiporreico. La densidad de bacterias en el bentos fluvial varia en-
tre 10%10° células por cm®, y en el plancton entre 10*-10° células por mL. La diver-
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sidad de la comunidad bacteriana y la variedad de sus capacidades metabdlicas le
otorgan un papel clave en los procesos ecologicos fluviales.

La forma de vida de los hongos acudticos es muy distinta de la de las bacterias, ya
que forman filamentos (hifas) y se reproducen mediante esporas. L.os hongos acua-
ticos crecen preferiblemente sobre sustratos organicos (hojas, ramas, madera), lle-
gando hasta el 90% de la biomasa microbiana en la hojarasca (mientras que las bac-
terias pueden representar sobre esos sustratos un 10% de la biomasa microbiana).
Los hongos acudticos mas estudiados y mas relevantes desde el punto de vista eco-
l6gico son los hifomicetos. Estos desempenan un papel fundamental en la descom-
posicion de la materia organica de los rios (Pascoal y Cassio 2008). Los hifomicetos
acuaticos son conocidos por producir un elevado nimero de esporas (conidios), lo
que contribuye a su dispersion y colonizacion en ambientes acuaticos (Gessner et
al. 2003). Las extremidades de los conidios de los hifomicetos acudticos producen
mucilago que facilita la adhesion sobre los sustratos que colonizan y descomponen,
en particular hojas provenientes de la vegetacion ripariana (Gessner et al. 2007).

Tanto bacterias como hongos realizan la crucial funcién de reciclar el material or-
ganico que entra en el ecosistema, ya sea éste de origen autéctono (produccién pri-
maria en el lecho del rio) como al6ctono (material de origen terrestre, hojarasca,
ramas, madera). Estos microorganismos sintetizan enzimas extracelulares capaces
de descomponer las moléculas organicas complejas y de gran tamano, para incor-
porarlas en su organismo como fuente de C, N y P. En general, los hongos tienen
mayor capacidad para descomponer material vegetal complejo como la celulosa y
la lignina (enzimas celuloliticas y ligninoliticas como la celobiohidrolasa y la per-
oxidasa). Gracias a esta capacidad, los hongos rompen los tejidos vegetales y colo-
nizan facilmente el material vegetal y la hojarasca. En cambio, las bacterias tienen
una mayor capacidad para descomponer polisacaridos simples y péptidos (enzimas
polisacaridicos y peptidicos como la glucosidasa y las peptidasas) (Romanti et al.
2006). El proceso de descomposiciéon microbiana por hongos y bacterias es esencial
para la posterior utilizacién del material por parte de los macroinvertebrados. Ade-
mas de su importante papel ecolégico, algunos microorganismos fluviales adquie-
ren relevancia como agentes patégenos. Entre los microorganismos causantes de
enfermedades los hay autéctonos, como Legionella, pero la gran mayoria son conse-
cuencia de la contaminacion fecal (como virus, bacterias y protozoos parasitos). La
monitorizacion de la concentraciéon de agentes patdégenos es esencial para el con-

trol de la calidad del agua y su potencial efecto infeccioso para la salud humana.

En este capitulo se describen algunas de las técnicas basicas que pueden permitir
estudiar la estructura y el funcionamiento de las comunidades de bacterias y hon-
gos fluviales. Se incluyen dos técnicas basicas de analisis de biomasa bacteriana y
fungica (técnica 22 y técnica 23), y otras dos técnicas adecuadas para el analisis de
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la diversidad microbiana (técnica 24 y técnica 25). Como medida de la actividad de
estos microorganismos y su papel en el ecosistema fluvial se incluyen la tasa de es-
porulacién en hongos (técnica 26) y las medidas de las actividades enzimaticas ex-
tracelulares (técnica 27). Estas técnicas permiten entender aspectos cruciales de la
ecologia microbiana en los sistemas fluviales. Sin embargo, no se han incluido en
este capitulo otras técnicas, tales como la medida de produccion microbiana me-
diante la incorporacién de acetato, glucosa, timidina o leucina marcados radiacti-
vamente (técnicas que pueden hallarse en multitud de manuales especificos), ni
técnicas microscopicas que permiten el analisis de la arquitectura de la comunidad
microbiana benténica, como seria el uso de la microscopia confocal o de rastreo.

11.2. Toma de muestras de microorganismos heterotroficos
fluviales

Para evitar la contaminacion, la toma de muestras para el estudio de microorganis-
mos heterétrofos debe realizarse utilizando material previamente esterilizado (lava-
do con etanol al 96% y agua Milli-Q o autoclavado). Por lo que respecta al muestreo
y procesado de las muestras, podemos distinguir entre los microorganismos planc-
tonicos y benténicos. En funcion del estudio y de las caracteristicas del rio, interesa-
ra la comunidad microbiana plancténica o bien la benténica. Dentro de un mismo
tramo fluvial, las condiciones ambientales de corriente, oxigenacién y luz pueden va-
riar entre microhabitats y afectar significativamente a la biomasa, diversidad o acti-
vidad metabdlica de la comunidad microbiana. El cuadro 11.1 resume las técnicas
basicas de muestreo, que se concretan mas adelante en cada técnica especifica.

Habitat Método de muestreo

Agua fluvial Recoger un volumen de agua en viales de vidrio estériles
(comunidad planctonica)

Rocas, cantos, guijarros Sustratos artificiales de vidrio o ceramica de 1-4 cm?,

(comunidad epilitica) incubados en el rio durante un minimo de 6-8 semanas
Rascar una superficie conocida mediante bisturi o cepillo
previamente esterilizados con etanol y agua Milli-Q

Grava, arena, limo Corers de arena (tubo de metacrilato o polietileno de 2-6 cm
(comunidad epipsamica) de diametro), submuestras (de aproximadamente 1-2 mL)
con una jeringa cortada en su extremo
Para el sedimento blando, pipeta de vidrio de 10 mL con
soporte tipo embudo de goma en su extremo. Se recoge un
volumen de material equivalente a una superficie de
sedimento conocida

Hojarasca Recoger hojarasca y cortar con un sacabocados (fig. 11.3,

técnica 23) una superficie conocida de hoja (1-4 cm®)
Macrofitas (comunidad Recoger una fraccion de macrofitas, ocupando un area
microbiana epifitica) conocida de rio.
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Técnica 22. Densidad y biomasa de bacterias fluviales

Para muestras planctonicas, el método mas cominmente utilizado es la tincién
de una muestra liquida con DAPI (4,6-diamidino-2 fenilindol), la filtracion con
filtros de 0,2 pm de color negro y la observacion y conteo con el microscopio de
epifluorescencia (Porter y Feig 1980). Para muestras bentonicas, el método re-
quiere primero separar las bacterias del sustrato y obtener una muestra homogé-
nea en suspension. E1 DAPI tine todo el DNA, el de células activas y no activas. Ac-
tualmente existen técnicas alternativas que permiten distinguir las bacterias
activas de las inactivas o muertas, como se indica al final de la técnica.

MATERIAL Y PREPARACION

— Viales de vidrio de 15-30 mL limpios con acido, mejor si son autoclavados, es-
pecialmente para las muestras de agua (o viales estériles de poliuretano tipo
Falcon de 15 mL).

— Material especifico para muestreo en funcioén de las muestras a recoger (cua-
dro 11.1).

— Equipo de filtracion previamente autoclavado.

— Agua destilada Milli-Q autoclavada (100-200 mL).

— Micropipetas automaticas y puntas de pipeta autoclavadas.

— Filtros Whatman GF/C de 1,4 pm de diametro de poro.

— Filtros de nailon, de 0,2 um de diametro de poro.

— Filtros negros de policarbonato, de 0,2 um de diametro de poro.

— Aceite de inmersioén de baja fluorescencia (por ejemplo, de Panreac o Leica).

— DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol). Se pueden guardar soluciones madre de
DAPI de 0,1 mg/mL en el congelador (mejor guardar pequenos volimenes,
5-20 mL, para evitar que se degrade cada vez que lo descongelamos para ser
utilizado). La luz y el calor hacen perder fluorescencia al DAPI.

— Portaobjetos y cubreobjetos para montar las preparaciones.

— Pinzas.

— Formol al 40%.

— Microscopio de epifluorescencia equipado con filtro UV, excitacion 340-380 nm.

PROCEDIMIENTO

Toma de muestras

1. Muestrear segun se indica en el cuadro 11.1. Las muestras bentoénicas se guar-
dan en agua del rio filtrada por filtros de nailon de 0,2 pm para evitar conta-
minar la muestra con bacterias planctonicas, con un volumen suficiente para
que queden cubiertas. Para las muestras plancténicas serd suficiente un volu-
men de 20 mL.
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2. Fijar las muestras benténicas o plancténicas con formol al 2% y guardar en via-
les herméticos estériles. Las muestras se guardan en la oscuridad hasta su pre-
paracioén y conteo.

Extraccion de la muestra

Para todas las muestras benténicas sera necesario obtener una suspension pre-
viamente a la tincion y, por ello, tendremos que extraer la comunidad microbia-
na adherida al sustrato. En funcién del tipo de muestra (grosor del biofilm, ma-
terial muy/poco adherido al sustrato) se pueden utilizar distintos métodos de

separacion:

a) Sonicacion. Las muestras se sonican en un bano de ultrasonidos (40 W de
potencia y frecuencia de ultrasonidos de 40 kHz). Sonicar dos veces suce-
sivas, dos minutos cada vez. Un tiempo mas largo de sonicaciéon podria pro-
ducir la ruptura de las células bacterianas. Durante la sonicaciéon hay que
mantener las muestras refrigeradas en hielo. En caso de arenas y limos pue-
de ser necesario dejar sedimentar la muestra unos minutos para disminuir
el contenido de particulas que puedan interferir en la observacion y con-
teo (fluorescencia amarilla). En este caso, el tiempo de sedimentacion
debe ser siempre igual para todas las muestras del estudio, que permita op-
timizar al maximo la vision en el conteo pero sin perder bacterias.

b) Raspado de la muestra con un «raspador celular» (cell scraper) estéril para ob-
tener una suspension del biofilm. El raspado se puede combinar con la so-
nicacion para la correcta extraccion de la muestra del sustrato.

c) Adicion de pirofosfato sodico hasta una concentracion final de 0,05 mmol/Ly
dejarla reposar durante 30 minutos. El pirofosfato sédico disgrega la mues-
tra y evita la formacion de agregados, facilitando el posterior conteo.

Estos tres métodos se pueden combinar. Es importante utilizar para un estudio
siempre el mismo método de extraccion de la muestra del sustrato. La eficiencia
de extraccion se debe comprobar mediante técnicas microscopicas (por ejemplo,
microscopia optica y microscopia electronica de rastreo).

Alternativamente, y para muestras de comunidades muy delgadas sobre sustratos
artificiales, se puede tenir directamente el sustrato. Este procedimiento permite,
ademas, identificar la posicion de las bacterias en la comunidad benténica y su
distribucion en la superficie.

Tincion y preparacion de la muestra para su observacion al microscopio

1. Dilucion. Es posible que sea necesario diluir la mayoria de las muestras previa-
mente a la tincién con DAPI. La diluciéon debe hacerse con agua Milli-Q (o
agua del rio filtrada por 0,2 um de poro) autoclavada. Habitualmente las
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muestras de arena y sedimento se diluyen entre diez y cien veces, las muestras
sobre piedras, hojarasca o macréfitos se diluyen de cinco a diez veces. Hay que
determinar la dilucién adecuada y decidir el factor de dilucién para todas las
muestras del estudio. Es recomendable tomar un volumen de la suspension y
diluir hasta un volumen final de 5 mL.

2. Tincion. Las submuestras diluidas se tinen con 2 pg mL™" de DAPI (anadir 100 pL
de la solucion madre concentrada de DAPI al volumen de 5 mL) durante 10 mi-
nutos.

3. Filtracion. La suspension tenida se filtra con filtros negros de 0,2 pm de poroy
a baja presion de vacio (unos 180 mmHg). Para proteger el filtro negro, que
es muy delgado y se rompe con facilidad, se puede colocar debajo del mismo
un filtro Whatman GF/C o de policarbonato.

El conteo bacteriano 4. Preparacion de la muestra. El filtro negro con la muestra ya tenida se coloca so-

requiere la tincion con bre un portaobjetos al que previamente se ha anadido una gota de aceite de
DAPI'y observacion al
microscopio de
fluorescencia

inmersion. Posteriormente se anade otra gota de aceite de inmersiéon encima
del filtro y se coloca el cubreobjetos procurando que el filtro negro quede pla-
no para su correcta observacion. Las preparaciones se pueden guardar conge-
ladas durante dos o tres meses sin pérdida significativa de fluorescencia, aun-
que es preferible contarlas de inmediato.

Conteo

1. La tincion de DAPI permite diferenciar las bacterias en color azul claro sobre el
fondo negro del filtro mediante el microscopio de fluorescencia (filtro UV-2A,
Ex. 330-380 nm; véase fig. 11.1). Las muestras se cuentan a 1000 o 1250 au-
mentos, con objetivo de inmersion. Habitualmente se cuentan unos 20-40
campos para cada filtro, hasta un total de 400-1500 organismos. Es practico dis-
poner de cuadricula en el ocular para facilitar el conteo. Si se tiene un sistema

Figura 11.1:

Bacterias teiidas con DAPL.
Se pueden observar formas
muy distintas: cocos,
bacilos y filamentos

Nota: a) Muestra suficientemente diluida y disgregada para ser contada. b) Muestra con agregados, filamentos
y material detritico (amarillo-verdoso), que dificulta su conteo.
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de analisis de imagenes se pueden fotografiar las muestras y realizar el conteo
automaticamente. Para ello las muestras deberdan ser muy claras, lo que resul-
ta complicado con comunidades benténicas.

2. FEl calculo de la densidad bacteriana se realiza aplicando los factores de dilucion,
volumen total de la muestra, volumen de la submuestra, superficie o volumen
correspondiente de muestra recogida al campo, superficie total de filtro ocu-
pada por la muestra (a partir del didmetro de la columna de filtracion), su-
perficie de filtro contada, y aumentos en el microscopio.

N° de bacterias _ n(A/at)d(Vm/Vf)

cm? S

a1.1)

donde n: numero total de bacterias contadas por filtro, A: area de filtracién
(un poco menor que la total de filtro y calculada a partir del diametro de la co-
lumna de filtracion), at: area de filtro contada (equivalente al nimero de cam-
pos contados por la superficie contada de cada campo), d: factor de dilucién,
Vm: volumen total de muestra, Vf: volumen de la submuestra tenida y filtrada,
y S:superficie de la muestra de campo.

CALCULO DE LA BIOMASA BACTERIANA

La biomasa bacteriana se calcula a partir de las densidades y del tamano de las dis-
tintas formas observadas, que se aproximan a la correspondiente figura geomé-
trica. En general se calculan biovoliimenes considerando los cocos como esferas,
los filamentos como cilindros y los bacilos como cilindros con extremos semi-
esféricos. El cdlculo final de biomasa bacteriana se efectiia a partir del biovolu-
men y de la densidad de cada forma bacteriana observada utilizando la relacion
alométrica de Norland (Norland 1993) y un factor de conversion. Entre éstos, el
mas utilizado es €l 2,2 10™"° g C um™ (Bratbak y Dundas 1984). El célculo de la bio-
masa también se puede realizar de forma mucho mas tosca, considerando un
biovolumen medio de 0,1 um® por célula bacteriana. Este cilculo permite obte-
ner un valor aproximado de pg C bacteriano por cm® interesante sobre todo
cuando se esta trabajando con distintos niveles tréficos.

BACTERIAS ACTIVAS/INACTIVAS

Entre un 20-70% de las bacterias pueden ser metabélicamente inactivas o estar le-
sionadas o muertas. Por ello, en muchas ocasiones puede ser revelador para el
funcionamiento del ecosistema conocer la proporcion de bacterias vivas y muer-
tas (Freese et al. 2006). Las bacterias vivas se pueden medir mediante una doble
tinciéon que consiste en una mezcla de 3,34 mM de SYTO® 9 (que tine todas las
células) y 20 mM de yoduro de propidio (que penetra en las células que tienen
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Figura 11.2:

Observacidn de bacterias

epiliticas fluviales con la

doble tincion de SYT0® 9y

yoduro de propidio.
lzquierda, en verde claro,
bacterias vivas. Derecha,
con coloracion roja,

bacterias muertas

Hay varios métodos para
distinguir las bacterias
vivas de las muertas

La determinacidn de
hiomasa fiingica puede
hacerse midiendo el
contenido en ergosterol
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las membranas rotas). Cuando se excita la muestra tenida con luz azul, las célu-
las vivas, con membranas celulares intactas, aparecen verdes, y las muertas tienen
coloracién roja. La muestra (obtenida de la misma manera que para la tincion
con DAPI) se tifie con la mezcla 1:1 de SYTO® 9 y yoduro de propidio durante
15 minutos. Las muestras se filtran a través de filtros negros de policarbonato de
0,2 pm de poro como los utilizados para el DAPI y se preparan para la observa-
cion al microscopio de epifluorescencia.

Las bacterias activas también se pueden detectar midiendo la actividad respirato-
ria (actividad del sistema de transporte de electrones, ETS, electron transport system). Esta
se determina mediante la reduccion de CTC (cloruro de 5-ciano-2,3 ditolil tetra-
zolio) en su forma fluorescente (Rodriguez et al. 1992). Sin embargo, no todas
las bacterias son capaces de reducir el CTC, que puede ser danino para las bac-
terias. Las medidas a nivel celular (como la microautorradiografia, MAR; o la hibri-
dacion in situ, FISH), aunque mucho mas caras, son métodos potentes y sensibles
que pueden combinarse con los métodos clasicos de conteo mediante fluores-
cencia para una mejor deteccion de la biomasa bacteriana activa (Smith y Del
Giorgio 2003).

Técnica 23. Biomasa de hongos

El ergosterol es una molécula que se encuentra en la membrana celular de los hon-
gos, cuya funcién es estructurar e impermeabilizar los lipidos de membrana,
como hace el colesterol en células animales. Existe una buena correlacién entre
la concentracion de ergosterol y la biomasa de hongos (Stahl y Parkin 1996). La
determinacion de la biomasa fiingica mediante el analisis de ergosterol, descrita
por Gessner y Schmitt (1996), se basa en una extraccion de los lipidos y una se-
paracion del ergosterol mediante cromatografia liquida; el ergosterol se mide por
absorbancia. La extraccion de lipidos se puede realizar mediante extraccion en
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fase solida (como se describe en este protocolo) o alternativamente mediante se-
paracion con ciclohexano (Davis y Lamar 1992).

MATERIAL

Material para el muestreo en el campo

— Sacabocados metdlico (diametro 1-2 cm).
— Papel de filtro.

— Viales de polietileno (20-100 mL).

Material y equipamiento de laboratorio

— Liofilizador.

— Tubos de ensayo de cristal resistentes a la presion (40 mL).

— Bano termostatico (hasta 100 °C) con agitador para tubos.

— Bano de ultrasonidos (sonicador).

— Sistema de vacio para extraccion en fase solida.

— Bomba de vacio.

— Cartuchos para la extraccién en fase solida (por ejemplo de Waters Sep-Pack®
Vac RC, 500 mg, tC18).

— Aparato de cromatografia liquida de alta presion (HPLC). Este debe constar
de bomba, inyector, detector de UV programado para lectura a 282 nm y or-
denador para almacenamiento de datos.

— Columna para HPLC (RP 18, 250 x 4,6 mm). La utilizacion de precolumna es
opcional, si bien alarga la vida de la columna.

— Viales para HPLC.

— Material de cristal (matraces, vasos de precipitados).

— Pipetas.

Productos quimicos

— Metanol (CH,OH, calidad analitica o para HPLC).

— Isopropanol (C,H,O, calidad analitica o para HPLC).

— Hidroéxido de potasio (KOH, en lentejas, calidad analitica).
— Acido clorhidrico (HCI, calidad analitica).

— Estandar de ergosterol (C,H,,O, pureza > 98%).

PROCEDIMIENTO

Toma de muestras

El andlisis de ergosterol puede efectuarse sobre cualquier tipo de sustrato fluvial,
si bien los hongos predominan en la hojarasca y éste es el sustrato habitual en la
mayoria de estudios. El analisis de ergosterol en sustratos inorganicos (arenas,
piedra) es menos frecuente, aunque posible.
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Figura 11.3:

Circulos de hoja y
sacabocados usado para
obtener los discos

Los lipidos se extraen
por saponificacion
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. Muestreo segtn cuadro 11.1. Las muestras de hoja y madera sumergidas deben

ser lavadas con agua abundante para eliminar restos de material detritico fino
e invertebrados adheridos en la superficie.

Con el sacabocados, cortar circulos (aproximadamente 10 por muestra) y co-
locarlos encima del papel de filtro (fig. 11.3). Este reduce ligeramente la can-
tidad de agua en la muestra.

Las muestras (circulos) se colocan en viales de plastico y son transportadas en
frio (4 °C) hasta el laboratorio, donde se procede a su congelacion (=80 °C).
Las muestras deben protegerse de la luz, ya que el ergosterol puede sufrir de-
gradacion fotoquimica.

Extraccion de lipidos y saponificacion'

1.
2.

Liofilizar las muestras y determinar el peso seco (PS).

Transferir las muestras a los tubos de ensayo y anadir 10 mL. de KOH 0,14 M
en metanol.

Tapar los tubos herméticamente e introducirlos en el bano caliente (80 °C) y
en agitacion durante 30 minutos.

Dejar enfriar las muestras a temperatura ambiente y sin luz. Transferir el ex-
tracto a un recipiente y lavar el sustrato con metanol (2 lavados de 10 mL cada
uno = 30 mL extracto total) y sonicado (2 minutos en bano de ultrasonidos du-
rante cada lavado) para una mayor recuperacion.

! En el caso de arenas y limos, los extractos de lipidos suelen ser mds turbios y por esa razén deben ser filtrados
(0,7 pm, filtros de fibra de vidrio Whatman GF/F) antes de su paso por los cartuchos en fase sélida (Sep-Pack®).

178



LA BIOTA DE LOS RIOS: LOS MICROORGANISMOS HETEROTROFICOS TECNICA 23

Acondicionamiento de los cartuchos para extraccion en fase solida

1.

Conectar los cartuchos y sus correspondientes valvulas al sistema de vacio; an-
tes de iniciarlo las valvulas deben estar cerradas.

. Anadir 7,5 mL de metanol en cada cartucho.
. Accionar la bomba para generar vacio y abrir las valvulas. Mediante la regula-

cion de las valvulas, se debe generar un flujo suave y constante del disolvente
a través de la columna (fig. 11.4).

. Anadir 7,5 mL de disolvente acondicionador acidificado (6 volimenes de

KOH 0,12 M en metanol + 1 volumen de HCI 0,75 M). Asegurar que el pH de
la solucion es < 3.

. Cerrar las valvulas y la bomba cuando quede 1 mL de disolvente acondiciona-

dor por encima del material empaquetado dentro de la columna. Es muy im-
portante no dejar secar la columna durante este proceso; de no ser asi, se debe
reiniciar el acondicionamiento desde el punto 2 de este apartado.

Elucion del extracto de lipidos a través de los cartuchos de extraccion en fase solidd®

1.

Anadir 5 mL de HCI1 0,75 M al extracto de lipidos. Sélo si el pH de la muestra
es < 3, el ergosterol podra ser retenido y concentrado en la columna. Es im-
portante calcular el volumen final del extracto.

. Transferir el extracto de lipidos al cartucho y accionar la bomba. Abrir las val-

? La capacidad de retencion del ergosterol a través de las columnas en fase solida se puede evaluar anadiendo
una concentracion conocida de ergosterol diluido en metanol (por ejemplo, estindar de 100 ug ergosterol mL")
en una columna adicional. Este extracto debera ser procesado igual que el resto de muestras.
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Figura 11.5:

Cromatogramas de un
patrdn de ergosterol (arriba)
y de un extracto de lipidos
de hojas de Platanus
acerifolia recogidas en un
rio (abajo)
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vulas de los cartuchos y regular la presion en el sistema de vacio hasta obtener

un flujo aproximado de 1 mL min™.

. Una vez ha pasado todo el extracto a través de la columna, anadir 2,5 mL de

KOH 0,4 M en metanol:H,O (6:4, vol:vol) para proceder a su limpieza.

. Dejar secar la columna durante 60 minutos. Este proceso se puede agilizar ge-

nerando un vacio maximo, abriendo las valvulas y conectando la bomba.

Elucion del ergosterol

1.

Colocar viales para HPLC (prepesados) en la salida de cada una de las valvu-

las dentro del sistema de vacio.

. Accionar la bomba y aplicar el vacio en el sistema.

Anadir 1,6 mL de isopropanol a los cartuchos y eluir a un flujo aproximado de

1 mL min™.

. Eliminar el vacio en el sistema de manera progresiva (no bruscamente) y retirar

los viales. Pesar los viales y cerrar con su tapon correspondiente. El volumen de
muestra en el vial se calcula considerando § isopropanol = 0,79 g cm™ a 25 °C.

Analisis con el HPLC

1.

Absorbancia

Las cromatografias deben seguir la siguiente configuracion:
a) Fase movil: 100% metanol.

b) Flujo de la fase mévil: 1,4 mL min™

¢) Temperatura de la columna: 33 °C.

d) Longitud de onda de deteccién: 282 nm.

e) Volumen de inyecciéon de muestra: 10 pL.

. El analisis de las muestras debe ir acompanado de una curva patrén (concen-

traciones de 0 a 200 pg mL™) de ergosterol en isopropanol. Es aconsejable
analizar los patrones en primer lugar y a continuacion las muestras. Para una
mayor exactitud en los resultados, cada muestra puede ser inyectada y anali-
zada dos veces (configurar en cromatograma).

08 08
0,6 4 0,6
oy
()
g
0,4 8 0,4
[}
a
<<
0,2+ 0,2
0,0 +— 0,0
0 2 4 & & 1o 12 14 1k 18 0 2 F & & 1b 12 14 16 18
Minutos Minutos

La instalacion de una precolumna en el sistema de HPLC puede retrasar el tiempo de retencién del pico de
ergosterol, como se observa en estos cromatogramas (aproximadamente 14 minutos).
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*

Sustrato Ergosterol (ug ergosterol/g PS)  Referencia
Hojas
Fraxinus excelsior 800-900 Gessner y Chauvet (1994)
Alnus glutinosa 575-600 Gessner y Chauvet (1994)
Corylus avellana 500-600 Gessner y Chauvet (1994)
Quercus ilex 300-400 Gessner y Chauvet (1994)
Madera
Fagus sylvatica 50-60 Hendel y Marxsen (2000)
Grava 40 Artigas et al. (2004)

El valor de ergosterol en la grava se expresa en pg ergosterol/g PSLC.

Una vez obtenidos los cromatogramas, determinar la posiciéon del pico de er-
gosterol mediante la comparacion entre patrones y muestras (fig. 11.5). El
tiempo de retencion del ergosterol se sitia alrededor de los 8 minutos. Medir
el area y la altura de los picos.

Calculo de la biomasa de hongos

1.

La concentracion de ergosterol en cada muestra se calcula a partir del volu-
men final del extracto y el peso seco o peso seco sin cenizas de la muestra de
hoja o madera (por ejemplo, ug ergosterol/g PS). El peso seco sin cenizas
de la muestra puede ser determinado una vez finalizado el proceso de extrac-
ciéon o mediante partes alicuotas de la muestra inicial. La concentracién de
ergosterol también se puede expresar en funcion de la superficie (cm®) de sus-
trato analizada. El cuadro 11.2 recoge algunos valores de ergosterol en distin-
tos tipos de sustrato y rios.

La concentracion de ergosterol se transforma a biomasa de hongos (en g de car-
bono) aplicando los siguientes factores de conversion. Se considera que 5,5 mg
de ergosterol se encuentran en 1 g de biomasa fingica (Gessner y Chauvet
1993) y que un 43% de la biomasa fingica es en forma de carbono (Baldy y
Gessner 1997).

Técnica 24. Comunidad microbiana: métodos moleculares

de estudio de la diversidad

En las altimas dos décadas se han desarrollado técnicas moleculares basadas en

el analisis de la diversidad genética de los microorganismos, normalmente del

operén ribosomal, que han permitido la evaluacion detallada de la composi-

cién de las comunidades microbianas acuaticas (incluyendo organismos proca-

riotas y eucariotas, sean autotrofos o heterétrofos). Para ello se toman muestras
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TECNICA 24

Cuadro 11.3:

Meétodos moleculares

VNQ [Pp uonEDosER]

(uoymziprq

NS UJ IUIISAUONT)
HSIA
[usrydrouog
Y13ua yuauSnay
UONIGSRT ~([rwiuaay)]
dI0E-0) £ I 100
(wsrydaow oy
uoyvuLIofuor)
puvyg a3uis)
dOSS

(ses€qpuyy a2omdg
NUIAT U] DUW0SOQR)
VSIIV/ VST

(susanoydooany

129 UaPDAL) NG
HOOL

(sesauoydouoapy

199) UAPDAL) FULNIDUI(])
1oda

(Sa1mqy) 210)9

wur Surouanbas wopun.)
UORDUANIIS A deuor)

BIIUII) B[ P IqUION

més
acuatica

habituales para el estudio
de la diversidad microbiana

VN 2P S010enx
op anued e eLEIIUNWOdENUI PEPISIDAID B
o sopeprunwod reredwod ered ezinn ag

BIIUDY) B[ 9P RDUIDYO B[ U UdANpjur
anb soydadse ‘sono amuo ‘uos sened
Se[ 9P OJLSO[OISI) OPEIS [o O UOEPLIGIY
9P SOUOIPUOD ‘BPUOS B[ 9P UOIIIJ[IS B

sopeogrdure soyuswSery

so[ op pmtSuoj e 1od epeururiolop
uomeredag "UODEZI[EINBUSIP

uis ‘refided o [98 U9 SIS210J0NI9[

©ONSLIANORIED BIDUINIIS B[
9p uonuNy ud uoneredag [EUOISUIWIPLI)
eINONNSO 1od epeuruLIop

PEPI[IAOW ‘UOIIRZI[EINBUSIP UI§

sopeogrdure soyuswSery

so[ op pmSuoy ey 1od epeurwiaop
uoneredag “YNI [op 2pueis £ euanbad
peprungns e[ ered uesyipod anb souad sof
anua eropenedsa uordar e eoyrduwe og

UOIDBZI[EINRUSIP

op eamerodurd) Bl BUTULINIP
anb eonsuoIdEIEd BIOUINIIS B 9P UODUNY
ud uoneredag "BIIULI) UODRZI[EINBUSI(]

BONISLIDIORIED BIOUSNDIS B[ IP UOIDUNY
uo uoneredag “edorwmb uonezIEIMRUSI (]

(219 quegquan ‘TGN ‘[o-d) sorep
9p saskq UL SeUINIAS op uonereduwon)

SOUOIEAIISqO

VNA [P

UOIDBIDOSEII
D EDWITLD)
BLIOWOIID
1od o
oordoosoxorur
0JUdNDIY

UOIOILIISII
op sewnzuo
u0d uonsaI([

BO11I0JOIIII[D
uoneredag

UOIIRIOUINIAG

UODRZI[EINBUSI(]

SOPNOAPNUOSI[O P
$91UIISAION]J SEPUOS
\LOR) WD B

VNA [PP ednpwizus
uonsaSIp uo))
Suyurdioduny

VNA [PP e2npwizus
uonsaBIp wig
Suayurdiadur,

aleuor)

*GO0g ‘T 10 oSuo( op operdepy :guan,y

VNA [°P
UOIORIIXY
VNA [°P
uoneoyrdure
uonelig urg
(4Dd) VNA [°P
uoneoygrdure
uonedyIdury uon)

ojuswepuny

182



LA BIOTA DE LOS RIOS: LOS MICROORGANISMOS HETEROTROFICOS TECNICA 24

de las comunidades cuya diversidad se desea estudiar, y se realiza una extrac-
cion y purificacion del DNA, para proceder a la amplificacion, utilizando la téc-
nica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de fragmentos seleccionados
del operén ribosomal mediante el uso de cebadores especificos (primers) de las
secuencias de este operéon para los microorganismos cuya diversidad se preten-
de determinar. La eleccién de cebadores especificos puede ir dirigida a la de-
teccién de microorganismos de diversos niveles taxonémicos (desde cepas de
una especie hasta reinos). Los fragmentos de DNA amplificados corresponden
a los diferentes microorganismos presentes en la muestra cuyo DNA coincida
con la secuencia de los cebadores utilizados para la secuencia génica diana. En
una segunda etapa, se trata de determinar las variaciones en las secuencias del
DNA amplificado, para con ello desvelar la diversidad microbiana. Este segun-
do paso puede realizarse de maneras diversas, bien mediante clonaje y secuen-
ciacion, que proporciona una caracterizacion completa de los fragmentos, o
bien mediante una separacion electroforética (con o sin digestion enzimatica
previa). Esta ultima proporciona una separacion visual de la mezcla de DNA
(fingerprinting) en funcion del polimorfismo en la secuencia (DGGE, TGGE,
SSCP; véase cuadro 11.3) o de la longitud de los fragmentos (t-RFLP, AFLP,
ARISA; véase cuadro 11.3). Dicha separacion puede también ir seguida de una
escision y secuenciacion de las bandas. A partir de las secuencias se pueden
construir arboles filogenéticos que muestran la similitud de las secuencias do-
minantes en la comunidad microbiana, y con ello proporcionan una visién de
su diversidad. En el cuadro 11.3 se senalan las principales caracteristicas distin-
tivas de cada una de estas técnicas. La mas comunmente utilizada es la electrofo-
resis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE), que se describe a continuacion.
Asimismo se incluye un breve resumen del protocolo de clonacion, que esta en-
tre las técnicas mas utilizadas y que ofrece una resoluciéon taxonémica mayor
(Zwart et al. 2002, Kowalchuk et al. 2004, Ausubel et al. 2008). Ademas de las
técnicas basadas en la amplificacién del DNA, existen otras técnicas molecula-
res independientes de dicha amplificacion, tales como la hibridacién in situ
con marcadores fluorescentes (FISH) o los métodos de reasociacion del DNA,
que no se incluyen aqui.

Los protocolos detallados de estas técnicas moleculares aqui descritas pueden
presentar numerosas variantes que deben ser adaptadas para cada estudio con-

creto.
MATERIAL
El material necesario para realizar cada uno de los pasos del proceso se senala

en el cuadro 11.4. La preparacion de las soluciones stock se describe en el apén-
dice A.1 (pag. 413).
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Cuadro 11.4:

Material necesario para
cada uno de los pasos Botella de vidrio pyrex estéril

B C D E F G H

|

Nevera portatil
Acumuladores de frio
Nevera (4 °C)

Tubos Eppendorf de 2 mL
Equipo de filtracién

s\ B S B
\
AN

Bomba de vacio

Pinzas

Filtro de nytal de 30 pm de poro

Filtro de policarbonato de 10 pm de poro
Filtro de policarbonato de 3 pm de poro
Filtro de policarbonato de 0,2 pm de poro
Etanol 96% para lavado de material
Autoclave

Recipientes estériles

Congelador (=80 °C)

Cepillo

S CBY CBAY CBAY  BAY  AY  AY AN

N BN AN
<
<
<
<
<
<

Ultracentrifuga para tubos Eppendorf
Pipetas automaticas de 5, 40, 200 y 1000 pL
Puntas estériles para pipetas

<<
<<
<]
<<
<<

Tijeras estériles

Sonicador

Hielo picado

Bolas (beads) de circonio/silice de 0,5 mm de diametro
Soluciones stock de extraccion y purificacion’
Isopropanol

Etanol 70%

Vortex o beadbeater (rompedor de células mediante
agitacion con bolas de vidrio)

Bano termostatizado

Estufa termostatizada de aire forzado

N KN KN BN BN KN KN

Desecador
Balanza de precision
Tubos Falcon de 15 mL

Microespatula

BN CBY CAY  AY  AY

Espectrofotémetro
Tampé6n TE (TrissEDTA)”
Microcubeta de cuarzo
Solucion estandar de DNA
Agua Milli-Q

Tubos de PCR

Tampon 10X

Solucion de MgCl,

Solucién stock de oligonucleétidos (10 mM)

NN
\
\

N KN KN
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Cebadores (directo y reverso)
BSA 0,1%

Solucion 5X de enhancer (solucion de intensificacion)

Polimerasa termoestable (p. €j. Taq polimerasa)
Termociclador

Horno microondas

Cubeta horizontal para electroforesis

Molde de metacrilato

Peine para preparar los pocillos
Transiluminador y protector visual contra UV
Agarosa (grado para electroforesis)

Solucion stock 50X de tampon TAE
(Tris/acetato/EDTA)"

Tamp6n de carga con y sin azul de bromocresol”
Marcador de tamano de fragmentos de DNA
Solucién de bromuro de etidio

Fuente de electroforesis

Pipetas automaticas y puntas de pipeta tipo Gelsaver

tips, de 1-200 pL.

Placas de vidrio para preparacién del gel
Espaciadores

Grasa de silicona

Marco de electroforesis

Pinzas para el marco

Generador de gradientes

Bomba

Sistema de electroforesis vertical

Sistema de circulacion de liquidos termostatizado
Camara fotografica

Pipeta Pasteur

Papel Whatman para cromatografia

Film transparente

Detergente suave (tipo Decon 90 o similar)
Solucién 40% de acrilamida:bisacrialmida”
Solucién de APS’

Formamida

TEMED

Urea

Glicerol

Butanol

A: Muestreo y procesado de muestra plancténica. B: Muestreo y procesado de muestra benténica. C: Extrac-
cion y purificacién del DNA de microorganismos plancténicos o de microorganismos benténicos recogidos
por raspado. D: Extraccion y purificacion del DNA de microorganismos embebidos en sedimentos. E: Cuanti-

TECNICA 24

A B C D E F G H

N BY A

N\ BEASEY B \ BY N\ BY S B

ficacion del DNA. F: Amplificacion del DNA (PCR). G: Electroforesis en gel de agarosa. H: DGGE.

" Véase el apéndice A.1, en pagina 413.

X

BB B B<B-H-B<B‘BHH < BB E

Cuadro 11.4:

Material necesario para
cada uno de los pasos
(cont.)



Los microorganismos
planctonicos se obtienen
por filtracion de la
muestra

Los microorganismos
bentonicos se obtienen
por centrifugado

TECNICA 24 CONCEPTOSY TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL
Técnica 24a. Toma, procesado y conservacion de muestras
MICROORGANISMOS PLANCTONICOS

Las muestras planctonicas se trasladan rapidamente al laboratorio para su filtra-
do o se filtran in situ. La recoleccién de los organismos para extraer su DNA pue-
de realizarse o bien concentrando todos los organismos en una unica filtracién a
través de un filtro de 0,2 pm de poro, o bien mediante filtracion fraccionada. En
la filtracion fraccionada se busca retirar los microorganismos de mayor tamano y
concentrar los de las fracciones de menor tamano, aunque los organismos que vi-
ven adheridos a particulas (inertes o no) quedan retenidos por el filtro que re-
tiene las particulas a las que estan adheridos. Se procede del modo siguiente:

1. Recogida de la muestra. Se toma una muestra de agua (1-2 L) en una zona cen-
tral del cauce ligeramente por debajo de la superficie, o en otras partes del
cauce si asi se precisa.

2. Poner la muestra en un recipiente estéril (por ejemplo, una botella de vidrio
Pyrex previamente esterilizada).

3. Trasladar la muestra al laboratorio (a 4 °Cy en la oscuridad). Filtrar lo antes
posible (siempre dentro de las primeras 24 horas). Para filtrar se utiliza un
equipo de filtracion previamente lavado con etanol y con agua destilada, y es-
terilizado. En el caso de la filtracién secuenciada, se filtra la muestra primero
a través de un filtro de nytal de 30 um de poro, y el filtrado se pasa consecu-
tivamente a través de filtros de policarbonato de 10 um, 3 pm, y 0,2 pm de
poro. Todos los filtros se guardan en tubos Eppendorf de 2 mL (conservacion
a =80 °C).

En el caso de no realizar fraccionamiento, la filtracion completa de la muestra se
realiza directamente a través del filtro de policarbonato de 0,2 pm de poro. La fil-
tracién no fraccionada tiene la ventaja de recoger todos los componentes de la co-
munidad, pero en ella se produce una rapida colmatacién del filtro, que puede lle-
var a no detectar los componentes minoritarios de la comunidad. Se recomienda
realizar varias filtraciones en diferentes filtros de policarbonato de 0,2 um de poro
y realizar la extracciéon del DNA de todos ellos.

MICROORGANISMOS BENTONICOS

Los microorganismos benténicos se recogen de acuerdo con las indicaciones del
cuadro 11.1. La muestra, sea de los sedimentos o del raspado de los materiales du-
ros, se deposita en un tubo Eppendorf de 2 mL y se centrifuga, se retira el sobre-
nadante y se congela el pellet, o material sedimentado (preferiblemente a —80 °C)
hasta el momento de la extracciéon del DNA.
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Técnica 24b. Extraccion, purificacion y cuantificacion del DNA

Los pasos principales a realizar consisten en la homogenizacion de la muestra, la
disrupcion celular para liberar el DNA y la eliminaciéon de los componentes del
extracto que no sean acidos nucleicos (proteinas, polisacaridos, etc.). Alternati-
vamente a la preparacion de los reactivos a partir de sus componentes se puede
recurrir a kits de extraccion y purificacion de DNA preparados comercialmente.

EXTRACCION Y PURIFICACION DEL DNA DE MICROORGANISMOS PLANCTONICOS
O BENTONICOS SOBRE SUSTRATOS DUROS

Los pasos 1 a 12 constituyen el proceso de extraccion del DNA y a partir del 13
los de purificacion.

1. En el caso de muestras procedentes de raspado, se realiza la extraccion a par-
tir del pellet guardado en el tubo Eppendorf. En el caso de muestras recogidas
en un filtro, éste se fragmenta en pequenas piezas con unas tijeras estériles y se
deposita en un tubo Eppendorf de 2 mL antes de proceder al siguiente paso.

2. Anadir 567 pL de la solucién TE (tampén TrissEDTA), 30 pL de la solucién de
dodecilsulfato de sodio, SDS, 10% (véase apéndice A.1 en pag. 413) y dos go-
tas de bolas de 0,5 mm al tubo Eppc:endorf.3

3. Colocar el tubo Eppendorf en hielo picado y sonicar durante 5 minutos.

4. Mezclar con un vortex (o un aparato tipo beadbeater) durante 10-60 minutos
(dependiendo de la dificultad de ruptura de las estructuras celulares).

5. Anadir 3 pL de la solucion stock de proteinasa K (stock de 20 mg/mL) y 10 uLL
de la solucion de lisozima (stock de 10 mg/mL).

6. Mezclar enérgicamente por volteado (sin utilizar el vortex).

N

. Incubar a 37 °C durante 60 minutos.

8. En muestras con mucho RNA puede ser necesario realizar un tratamiento
con RNAasa para eliminar éste (el procedimiento se suele encontrar en los
kits de extraccion de DNA). Se anade la RNAasa (normalmente 3 puL. de la so-
lucién comercial) y se incuba a 37 °C durante 60 minutos.

9. Anadir 100 pL de la solucién de NaCl 5 M.

10. Mezclar enérgicamente por volteado (sin utilizar el vortex).

11. Incubar a 65 °C durante 2 minutos.

12. Anadir 80 pL de la solucion stock de CTAB/NaCl. Esta solucion debe estar
precalentada a 65 °C vy, dada su elevada densidad, debe pipetearse con una
punta cortada en su extremo mas fino.

13. Anadir 750 puL de la solucién CI (cloroformo:isoamilalcohol) y homogenizar

bien por volteado provocando la emulsion de los dos medios.

* Por ejemplo, circonio/silice beads fabricadas por Biospec Products Inc. (www. biospec.com).
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La extraccion de DNA
precisa un proceso largo
y cuidadoso
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14.
15.
16.

17.
18.
19.

20.
21.
22.
23.

24.

25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.

Qo

4.

Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos.

Recoger el sobrenadante y depositarlo en un nuevo tubo Eppendorf.
Anadir 750 pL de la solucién PCI (fenol:cloroformo:isoamilalcohol) y ho-
mogenizar bien por volteado provocando la emulsion de los dos medios.
Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos.

Recoger el sobrenadante y depositarlo en un nuevo tubo Eppendorf.
Anadir 750 pL de la solucién CI (cloroformo:isoamilalcohol) y homogenizar
bien por volteado provocando la emulsion de los dos medios.

Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos.

Recoger el sobrenadante y depositarlo en un nuevo tubo Eppendorf.
Anadir 600 uL de isopropanol para precipitar el DNA y mezclar por volteado.
Incubar en la oscuridad durante una noche a 4 °C o 2 horas a temperatura
ambiente.

Centrifugar a 12 000 rpm durante 30 minutos. El pellet con el DNA debe ser
visible.

Eliminar el sobrenadante.

Anadir 500 pL de etanol 70% para lavar los restos de cloroformo.

Mezclar enérgicamente por volteado (sin utilizar el vortex).

Centrifugar a 13000 rpm durante 15 minutos.

Eliminar el sobrenadante.

Secar el pellet en un desecador al vacio de 1 a 3 horas.

Anadir 100 pL de la solucién TE (tampon Tris-EDTA).

Resuspender incubando a 37 °C durante 5 minutos.

Cuantificar el extracto (véase procedimiento para cuantificar el DNA extrai-
do, pag. 190).

Congelar el extracto a —80 °C hasta el momento de proceder a la amplifica-
cion del DNA.

EXTRACCION Y PURIFICACION DEL DNA DE MICROORGANISMOS EMBEBIDOS
EN SEDIMENTOS

TU W 0 N

. Poner entre 50 y 300 mg de sedimentos (peso fresco) en un tubo Falcon de

15 mL (Falcon 1).

. Anadir 2 mL del tampé6n de extraccion TESC.

. Congelar, y descongelar a 65 °C. Repetir este paso tres veces.

. Anadir cuatro gotas de bolas de 0,5 mm (por ejemplo, circonio/silice, beads).
. Incubar a 70 °C durante 30 segundos, mezclar con un vértex. Incubar de nue-

vo de 5 a 10 minutos (dependiendo de la dificultad de ruptura de las estruc-
turas celulares) y agitar de nuevo el vortex. Repetir este tltimo paso tres veces.

. Anadir 15 pL de la solucién stock de proteinasa K (stock de 20 mg/mL),

200 pL de la solucién de SDS 10%, y 50 puL de la solucién de lisozima (stock
de 10 mg/mL).
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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.

. Incubar a 50 °C durante 40 minutos. Agitar por volteado cada 10 minutos.
. En el caso de muestras con mucho RNA, puede ser necesario hacer un trata-

miento con RNAasa para eliminar éste (habitualmente se puede encontrar el
procedimiento en los kits de extraccion de DNA). En ese caso se anade la
RNAasa (normalmente 3 pL de la solucién comercial) y se incuba a 37 °C du-

rante 60 minutos.

. Anadir 2 mL de la soluciéon CI (cloroformo:isoamilalcohol) y homogenizar

bien por volteado provocando la emulsion de los dos medios.

Centrifugar a 4000 rpm durante 10 minutos.

Recoger el sobrenadante y depositarlo en un nuevo tubo Falcon (Falcon 2).
Al tubo Falcon con el sedimento (Falcon 1), anadir 2 mL del tampé6n de
extracciéon TESC, homogenizar bien por volteado, centrifugar a 4000 rpm
durante 10 minutos, recoger el sobrenadante y depositarlo en el tubo Fal-
con 2.

Al tubo Falcon 2, anadirle 4 mL de la solucion PCI (fenol:cloroformo:isoamil-
alcohol) y homogenizar bien por volteado.

Incubar el tubo Falcon 2 a 65 °C durante 10 minutos.

Centrifugar a 4000 rpm durante 12 minutos.

Recoger el sobrenadante y depositarlo en un nuevo tubo Falcon (Falcon 3)
Al tubo Falcon 3, anadirle 2 mL de la solucion CI (cloroformo:isoamilalcohol)
y homogenizar bien por volteado.

Centrifugar a 4000 rpm durante 12 minutos.

Recoger el sobrenadante en un nuevo tubo Falcon (Falcon 4) y agitarlo.
Centrifugar a 4000 rpm durante 8 minutos.

Comprobar que no queda CI/PCI (se verian dos fases); si queda, repetir el
paso hasta elimina el CI/PCI que queda en la parte inferior.

Anadir 2,5 mL de isopropanol (para precipitar el DNA) y mezclar por vol-
teado.

Incubar en la oscuridad durante una noche a 4 °C.

Centrifugar a 4000 rpm durante 1 hora. EI pellet con el DNA debe ser visible.
Eliminar el sobrenadante.

Anadir 500 pL de etanol 70% para lavar los restos de cloroformo, agitar por
volteado e incubar a —20 °C durante 10 minutos.

Centrifugar a 4000 rpm durante 10 minutos.

Eliminar el sobrenadante.

Secar el pellet en un desecador al vacio durante 1 a 3 horas.

Anadir 250 pL de la solucion TE (tampoén Tris-EDTA).

Resuspender incubando a 37 °C durante 30 minutos.

Pasar a un tubo Eppendorf de 2 mL.

Cuantificar el extracto (véase apartado siguiente).

Congelar el extracto a —80 °C hasta el momento de proceder a la amplifica-
cion del DNA.
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Una vez extraido el DNA
se verifica su pureza
mediante el
espectrofotometro

TECNICA 24 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL
PROCEDIMIENTO PARA CUANTIFICAR LA CANTIDAD Y PUREZA DEL DNA EXTRAIDO

Una vez completada la extraccion del DNA, éste debe cuantificarse para com-
probar que el proceso de extraccion ha tenido éxito y para evaluar su pureza. Di-
cha cuantificacion puede realizarse de manera espectrofotométrica para deter-
minar si la extraccion ha sido suficientemente efectiva y el extracto es lo bastante
puro, o bien mediante una electroforesis en gel de agarosa (normalmente pre-
parado al 0,8-1% p/v de agarosa; véase técnica 24d). En el procedimiento espec-
trofotométrico se determina la absorbancia del extracto de DNA (diluido 1/25)
a diversas longitudes de onda para determinar su concentracion y su pureza con
respecto a otras sustancias que podrian estar incluidas en el extracto (polisacari-
dos, proteinas, RNA, ...). La medida de la absorbancia a 260 nm permite cuanti-
ficar la concentracién de acidos nucleicos, mientras que la relacion entre esta ab-
sorbancia y la determinada a otras longitudes de onda (por ejemplo, 230 para
fenol y polisacaridos, 280 para proteinas) permite determinar la pureza relativa
del extracto. Se resume a continuacion el protocolo para la determinacion es-
pectrofotométrica.

—

. En la microcubeta, anadir 500 pL. de tampén TE.

2. Anadir 20 pL del extracto de DNA.

3. Medir la absorbancia de la mezcla a 230, 260 y 280 nm frente a un blanco de
tamp6n TE.

4. Calcular la concentracion de DNA, segun la siguiente formula:

[DNA] (mg/mL) = Ay, /0,02 (11.2)
5. Calcular la pureza mediante las siguientes razones (ratios) de absorbancia:

A,/ Ay, Debe estar comprendido entre 0,3 y 0,9; valores superiores indican la
contaminacion del extracto por polisacaridos o por restos del fenol resultan-
tes de un mal lavado en el proceso de extraccion.

A0/ Ay, Valores de esta relacion situados entre 1,8 y 2,0 indican un alto gra-
do de pureza de acidos nucleicos; si se hallan entre 1,8 y 1,9 indican una alta
pureza de DNA. Valores por encima de 2,0 indican contaminaciéon por RNA,
lo cual hace aconsejable la inclusion de la lisis de este RNA utilizando RNAasa
en el proceso de extracciéon. Valores por debajo de 1,8 indican la contamina-
cion del extracto con proteinas, lo que exigiria un mayor cuidado en la elimi-
nacién de éstas durante el proceso de extracciéon o una posterior purificacion.

En caso de ser necesario, el extracto puede purificarse de manera adicional,
por ejemplo, utilizando columnas de purificacion (Sepharose G-200).
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Técnica 24c. Amplificacion del DNA (PCR)
AMPLIFICACION DEL DNA

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en la multiplica-
ci6n in vitro de secuencias especificas de DNA utilizando la actividad enzimatica
de la DNA-polimerasa. Generalmente la secuencia amplificada suele ser la del
gen que codifica para el 16S rRNA (en los procariotas) y para el 18S rRNA (en
los eucariotas). Cuando la amplificacion de las secuencias de los genes codifican-
tes para el RNA ribosémico no da suficiente resolucion suele recurrirse al uso de
las secuencias de las regiones intergénicas (ITS). El DNA extraido de las muestras, co-
rrespondiente a toda la comunidad, se amplifica de forma selectiva mediante ce-
badores selectivos que se eligen en funcién del grupo taxonémico cuyo DNA se
pretenda amplificar. Son necesarios cebadores de iniciacion en ambos lados de la
cadena de DNA (cebador directo —forward primer— y reverso —reverse primer—),
cuyas temperaturas de hibridacién deben ser similares. Las condiciones a aplicar
en el termociclador (fig. 11.6a), referentes a la desnaturalizacion, a la hibridacién
de los cebadores al extremo 3’ de cada hebra y a la elongacion de la hebra, tales
como el nimero de ciclos, temperaturas y los tiempos de incubacién y rampas de
incremento de éstas, son especificas para cada cebador y secuencia a amplificar.
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EI DNA se amplifica
mediante cebadores
selectivos

Figura 11.6:

a) Termociclador.

b) Flectroforesis en gel de
agarosa 2% del producto de
PCR utilizando cebadores
especificos para
cianobacterias 460 pb
(CYA359F y CYA7811), tedido
con bromuro de etidio
(fotografia de Antonio
Picazo, Universidad de
Valencia). c) Marco de
electroforesis ya montado.
d) Tanque contenedor y
sistema de circulacidn y
electroforesis vertical
(izquierda) y generador

de gradientes (derecha)
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Para la amplificacion, partimos del extracto de DNA previamente cuantificado

que se conserva congelado. Asi, se prepara la mezcla de polimerizacion y después

se le adiciona el DNA extraido para llevarlo al termociclador.

Normalmente, los reactivos se adquieren ya preparados, en cuyo caso las canti-

dades a anadir seran las que especifique el fabricante. Dada la facilidad de con-

taminacion, es recomendable que el material utilizado sea de uso exclusivo y los

reactivos especificos para el uso en biologia molecular, en condiciones de traba-

jo extremadamente pulcras. El procedimiento es el siguiente:

= 00 N =

© 0 g O Ot

10.
11.

12.

13.
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. Tomar un tubo de PCR (200 pL).

. Anadir 5,75 pL de agua Milli-Q.

. Anadir 2,5 pL. de tampén 10X.

. Anadir 0,75 pL de MgCl,. Utilizar la concentracién recomendada por el fa-

bricante de la polimerasa. Se suelen usar soluciones stock en torno a 50 mM,
de las que se anade la cantidad indicada a la mezcla (por muestra).

. Anadir 1 pL de la solucion de oligonucleé6tidos (ANTP).

. Anadir 1 pL del cebador directo (stock 10 pmo/pL).

. Anadir 1 pL. del cebador reverso (stock 10 pmo/pL).

. Anadir 1 pL de una solucién 0,1% de seroalbiimina bovina (BSA).

. Anadir 5 pL de la solucién 5X de enhancer (solucion de intensificaciéon) (pre-

calentado a 65 °C). Estos productos actian de manera diversa para incre-
mentar el rendimiento y/o la especificidad de la polimerizacion, por ejemplo
protegiendo la actividad enzimatica o disminuyendo la ligacién inespecifica
de los cebadores.

Anadir 1 pL de Taq polimerasa.

Una vez preparada la mezcla de polimerizacién con todo lo anterior, se ana-
den aproximadamente 10 ng de DNA del extracto (seguin la abundancia del
DNA que se desea amplificar en el extracto puede ser necesario anadir ma-
yores cantidades, oscilando normalmente entre 10-100 ng). Para ello el ex-
tracto de DNA se diluye en tampoén TE, de manera que haya unos 10 ng en
6 L. Para el buen funcionamiento de la reacciéon de polimerizacion el extrac-
to debe estar bien limpio de compuestos tales como fenol, agentes quelantes
como el EDTA, detergentes u otras sustancias usadas en el proceso de ex-
traccion, ya que éstas dificultan la accion de la polimerasa.

Llevar al termociclador y someter al proceso de polimerizaciéon (opciones de
amplificacién en funcién de los cebadores).

Comprobar que se ha obtenido amplificacion y que el tamano del DNA am-
plificado es correcto mediante una electroforesis en gel de agarosa (0,8-2%)
con tampon TAE 1X, utilizando un marcador de tamano, tincién del gel con
bromuro de etidio u otros tintes (por ejemplo, SYBR) y observacién (prote-
ger la vista) con luz ultravioleta (fig. 11.6b).
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14.

15.

Una vez obtenido el DNA amplificado y comprobado que el proceso ha fun-
cionado correctamente, el extracto se congela a —80 °C hasta su utilizacion.
Si se va a utilizar para clonaciéon no se puede congelar y debe utilizarse in-
mediatamente.

El producto de la amplificacion puede ser utilizado tanto para la clonacion
como para la separacién electroforética que proporciona el fingerprinting
de la comunidad, o incluso para la secuenciacién directa (Ausubel et al.
2008).

PROCEDIMIENTO PARA REALIZAR LA ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA
DEL PRODUCTO AMPLIFICADO

Como se ha indicado en el punto 13 del protocolo anterior, la bondad del pro-

ceso de amplificacion por lo que se refiere a la cantidad y calidad del producto

obtenido se evalia mediante una electroforesis en gel de agarosa. Se usa del

modo siguiente:

1.

SR N

SRS NN

11.

12.

13.

14.
15.

Pesar la cantidad apropiada de agarosa, entre 0,8 y 2 g seguin la concentra-
cién de agarosa en el gel. Se suele utilizar una concentracién 0,8% para los
productos de extracciéon de DNAy entre 1,5 y 2% para los productos de PCR.
Generalmente, la concentracion debe ser mds baja cuanto mayores sean los
fragmentos de DNA a separar.

. Anadir la agarosa en un matraz Erlenmeyer de 0,5 L.
. Anadir 100 mL de tampén Tris/acetato/EDTA (TAE) 1X.

Hervir durante 2 minutos, evitando que se vierta.

. Dejar enfriar hasta una temperatura de 55 °C, sin que solidifique.
. Preparar el molde de metacrilato, incluyendo el peine con el nimero de po-

cillos necesario para las muestras y el marcador, sin que éste toque el fondo.

. Verter cuidadosamente la agarosa evitando la formacién de burbujas, o eli-

minado éstas si se forman (por ejemplo, pinchandolas con una aguja estéril).

. Dejar solidificar el gel durante media hora.
. Retirar el peine.
10.

Colocar el molde con el gel en la cubeta de electroforesis, con los pocillos
mas proximos al polo negativo.

Anadir a la cubeta de electroforesis tampo6n TAE 1X hasta cubrir el gel de ma-
nera sobrada.

Preparar cada muestra en un tubo Eppendorf pequeno anadiendo 10 pL del
producto amplificado y 4 uLL del tampo6n de carga con azul de bromocresol.
Cargar los pocillos de los extremos con el marcador molecular de tamano.
Cargar el resto de los pocillos con las muestras que corresponda.

Conectar la fuente eléctrica (120 V) y dejar el tiempo suficiente para que co-
rra la muestra (entre 0,5y 1,5 horas, segin el tamano del gel).

El DNA amplificado
puede congelarse a
—80°C a no ser que
vaya a utilizarse para
clonacion
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16. Una vez finalizada la electroforesis, tenir el gel sumergiéndolo durante unos
15 minutos en una solucién de bromuro de etidio preparada anadiendo unas
10-20 gotas de éste (hasta que el agua adquiera un ligero color) a 1 L de agua
Milli-Q. Toda la manipulacién del bromuro de etidio y del gel a partir de este
instante se debe realizar con guantes y otras medidas protectoras, utilizando
material especifico y recogiendo el material desechado en un recipiente ade-
cuado. Los residuos son toxicos, ya que el bromuro de etidio es mutageno y
potencialmente cancerigeno.

17. Lavar el gel con agua del grifo.

18. Visualizar el gel con luz ultravioleta y fotografiar si se desea.

Técnica 24d. Separacion del DNA por DGGE (fingerprinting
de la comunidad)

Las técnicas electroforéticas se basan en la separaciéon de moléculas cargadas al
someterlas a un campo eléctrico a través de un gel. La electroforesis en gel con gra-
diente quimico desnaturalizante (DGGE), generalmente usando urea y formamida
para desnaturalizar, al igual que su equivalente de desnaturalizacién con gra-
diente de temperatura (TGGE), se utilizan de manera rutinaria para estudios cua-
litativos y semicuantitativos de la diversidad de comunidades microbianas. Los
productos de amplificacion son separados electroforéticamente en un gel de poli-
acrilamida en funcién de las diferencias en sus secuencias, que determinan pa-
trones diferentes de desnaturalizacion y con ello de migracion. En la DGGE la se-
paracion del DNA es funcion de las caracteristicas de desnaturalizaciéon de la
doble hélice de DNA. La carrera electroforética se realiza en una cubeta vertical
en la que se coloca un gel de poliacrilamida entre un gradiente desnaturalizante.
En ella se obtiene un patrén de bandas caracteristico de la comunidad. El patrén
obtenido en la DGGE ofrece una vision de la diversidad de la comunidad (finger-
printing). Ademas se puede obtener informacién taxonémica con la escision de
las bandas, su reamplificacion, y la secuenciacién de los productos de esa nueva
amplificacion, o bien mediante analisis de hibridacién con oligonucle6tidos mar-
cados especificos para determinados taxones. En la DGGE se deben considerar
las condiciones de la carrera electroforética y la dificultad de comparacién de los
patrones cuando aparecen muchas bandas, lo que puede hacer necesaria la rea-
lizacién de diversos geles y combinaciones de muestras. Cuando el numero de
bandas es grande, diferentes fragmentos de DNA podrian migrar juntos, limitan-
do de esta manera la sensibilidad de la técnica.’

4 Para el tratamiento estadistico de los datos obtenidos en la DGGE se sugiere Fromin et al. (2002), y para dudas
sobre la técnica se puede consultar la direccion http://ddgehelp.blogspot.com/
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PREPARACION DEL GEL

La acrilamida y la formamida son toxicas, por lo que todo el procedimiento se
debe realizar con guantes y, cuando se manipulen estas sustancias, en campana
de gases, evitando la contaminacién y recolectando todos los residuos contami-
nados en recipientes especiales.

1. Limpiar cuidadosamente todo el material (cristales, espaciadores, peines, etc.)
con detergente (tipo Decon 90 o similar, no usar materiales abrasivos), poste-
riormente con isopropanol, etanol al 96% y finalmente agua Milli-Q. Es espe-
cialmente importante eliminar los restos de silicona de electroforesis anteriores.

2. Colocar los espaciadores alineados a lo largo de los bordes del cristal mas lar-
go, situar el cristal pequeno en la parte externa y sujetarlos con pinzas. Sellar
los bordes y, especialmente la parte baja, con cinta y silicona (usar el minimo
necesario). Poner las placas de cristal en el marco.

3. Comprobar el buen funcionamiento del generador de gradientes con un flu-
jo de agua Milli-Q). Una vez comprobado que el bombeo funciona correcta-
mente, vaciar el tubo por bombeo y colocar la punta del tubo de salida (con
una punta de pipeta en el extremo) en el centro de la parte superior de la ca-
mara que contendra el gel (el espacio entre cristales).

4. Preparar igual volumen (15-30 mL de cada, dependiendo del tamano del gel)
de las dos soluciones de acrilamida, la de mayor y la de menor concentracion
desnaturalizante. Por ejemplo, para preparar un gradiente desnaturalizante
30-70%, se prepara una solucién al 30% (menor porcentaje desnaturalizante)
y una al 70% (mayor porcentaje desnaturalizante), de acuerdo con lo resena-
do en el cuadro 11.5.

También puede prepararse una solucién 100% desnaturalizante con concen-

tracién 40% de formamiday 7 M de urea (a partir de 84 g de urea disueltos en
el minimo posible de agua Milli-Q, 80 mL de formamida 100%, 2 mL de solu-

P . Cuadro 11.5:
orcentaje ) .
SN Cantidades de reactivos

Reactivo 30 35 40 (en mL) a anadir para
— preparar las soluciones
Milli-Q - 36 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45  cwaizantes a aplicar
Acrilamida: Aprox.8% 1,3 3,0 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 en el generador
bisacrilamida de gradientes

(87:1) 40%

Tampon TAE 1X 01 03 03 03 03 03 03 03 03 03 03 0,3

50X

Urea Variable 00 1,3 16 1,9 22 25 28 31 34 3,7 40 43

Formamida Variable 00 12 15 1,8 21 24 2,7 30 33 36 39 42

Glicerol 2% 00 03 03 03 03 03 03 03 03 03 03 0,3
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10.

11.
12.
13.

14.
15.

16.
17.

cién tampén TAE 50X, 4 mL de glicerol, 40 mL de la solucién 40% de acrila-
mida:bisacrilamida [37:1], y agua Milli-Q hasta 200 mL) y una solucién 0% (lo
mismo, pero sin anadir formamida ni urea), y juntarlas en las proporciones
adecuadas para hacer las dos soluciones (mayor y menor porcentaje desnatu-
ralizante) que se vayan a utilizar. La urea se disuelve en caliente.

. Verter 15-20 mL de solucién con la mayor concentracion de desnaturalizante en

la camara correspondiente del generador de gradientes. Llenar el tubo suave-
mente, evitando burbujas de aire. Poner en marcha el agitador de esta camara.

. Verter 15-20 mL de solucion con la menor concentracion de desnaturalizante

en el otro compartimento del generador de gradientes.

. Anadir 150 uL. de APSy 15 uL. de TEMED a cada una de las dos soluciones des-

naturalizantes, mezclandolo bien con las soluciones de acrilamida. Al anadir
estas sustancias comienza la polimerizacion de la acrilamida, desde este mo-
mento se dispone de unos 15 minutos para completar el montaje del gel.

. Abrir las llaves de salida de las cAmaras del generador de gradientes, evitando

la formacion de burbujas.

. Conectar la bomba del generador de gradientes, a un flujo de 5 mL/min (si

no se dispone de sistema de bombeo puede colocarse el generador de gra-
dientes sobre las placas y dejar que el liquido pase por gravedad), completan-
dose el vertido del gel en unos 4-6 minutos.

Detener el llenado cuando el liquido esté aproximadamente 0,5 cm por de-

bajo del nivel que ocupara el peine. Limpiar el tubo y el generador de gra-

dientes con un flujo de agua Milli-Q (que se descarta).

Anadir unos mL de agua Milli-Q) saturada con butanol.

Dejar polimerizar el gel durante una hora.

Limpiar el espacio entre las placas tres veces con agua Milli-Q. Secar el espa-

cio entre las placas con papel Whatman.

Colocar el peine en la parte superior.

Con una pipeta Pasteur, anadir una mezcla de solucién de acrilamida 0% (sin

formamida ni urea), 50 puL. de APS y 5 uLL. de TEMED (stacking gel).

Dejar polimerizar el gel durante 15 minutos.

Quitar el peine del gel y la tapa de la parte inferior de las placas de cristal.

Carrera electroforética y revelado del gel

1.

2.

3.

4.
5.

Colocar el marco con el gel (fig. 11.6¢) en el tanque contenedor de la solucion
tampon (fig. 11.6d).
Llenar el contenedor con tampoén TAE 1X. Ajustar el tampoén para que suba

justo sobre el nivel de los pocillos. Evitar el contacto del tampén con la cama-

ra de electroforesis superior. El tampon se renueva cada tres o cuatro carreras.
Conectar el sistema de circulacién del bano y calentar a 60 °C.

Llenar los pocillos con tampoén.

Precorrer el gel durante media hora a 60 voltios (unos 50 mA).
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6. Lavar los pocillos con tampon.

7. Cargar las muestras, anadiéndoles previamente el tampo6n de carga de gel
(10-50%) con puntas de pipeta para carga de geles. Cargar alrededor de 10
pL. de muestra.

8. Cargar los marcadores de tamano (normalmente uno a cada extremo y uno
en el centro del gel).

9. Comprobar el buen funcionamiento del sistema de circulacion.

10. Cubrir la cubeta con film pldstico para disminuir la evaporacion.

11. Correr la electroforesis durante unas 15 horas a 50-60 voltios.

12. Finalizar la electroforesis y desconectar el aparato y el sistema de circulacion.

13. Retirar el gel de la camara apoyado sobre una de las placas de cristal.

14. Tenir el gel durante 30 minutos en una solucion de TAE 1X con 50 pL. de una
solucion 10 mg/mL de bromuro de etidio, con agitacién suave.

15. Colocar el gel en el transiluminador de luz ultravioleta.

16. Fotografiar cuidadosamente el gel con un sistema de fotografia digital.

17. Trabajar la fotografia con un programa de andlisis de imagen.

18. Si se desea obtener mas informacién taxonémica, las bandas se pueden es-
cindir, reamplificar y secuenciar, aunque para ese tipo de estudios la clona-
ci6én es un procedimiento mas adecuado.

Técnica 24e. Clonacion

La clonacién de los fragmentos amplificados por PCR, con posterior secuencia-
ci6n, es un procedimiento costoso, por lo que no suele utilizarse para estudiar di-
ferencias espaciotemporales en toda la comunidad microbiana, sino mas bien
para el estudio de la diversidad de grupos taxonémicos concretos. El analisis de
las secuencias clonadas hace posible identificar las secuencias dominantes en el
producto inicial de la PCR.

En la técnica de clonacioén, los fragmentos de DNA amplificados son unidos a un
vector (un plasmido) que suele llevar un gen que codifica para unas caracteristi-
cas distintivas (normalmente una resistencia a un antibiético y un enzima para
una determinada reaccion), de manera que al ser insertado en una bacteria ésta
integra tanto el fragmento de DNA procedente de la amplificacion como el gen
que le confiere dichas caracteristicas, las cuales permiten identificar las colonias
de las bacterias que han incorporado el vector. Fundamentalmente, los pasos del
proceso de clonacién son:

Ligacion del DNA amplificado al vector. La reaccion se realiza en tubos Eppendorf
de 0,5 mL de capacidad, en los que se introduce la mezcla de ligaciéon consis-
tente, fundamentalmente, en DNA-ligasa (por ejemplo, T4 DNA-ligasa), el vec-
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tor de clonacién (un plasmido, que en el protocolo resumido que incluimos
aqui incluye un gen de resistencia a un antibiético, generalmente a la ampicili-
na, junto con la capacidad de sintesis de f-galactosidasa que permite la degra-
dacion de XGal), el producto de PCR a clonar (que no se debe haber congela-
do previamente), un tampon, y agua Milli-Q. Se incluyen, ademas de las
muestras, un control positivo, consistente en un fragmento de DNA diferente al
amplificado, y un control negativo, en el que no se anade DNA. Todo esto se in-
cuba a temperatura ambiente, durante aproximadamente una hora, o durante
una noche a 4 °C.

Transformacion (introduccion del vector en las células competentes). La clonacion se rea-
liza sobre células competentes (para la transformacion) de Escherichia coli (se pue-
den adquirir ya preparadas y se guardan congeladas). A estas células, una vez des-
congeladas en un bano con hielo, se les anade el producto de la ligacion
mezclandolo con la propia pipeta. Se incuba en hielo durante 20 minutos, se le
somete a un choque térmico a 42 °C durante 50 segundos (sin agitar), se devuel-
ve al hielo durante un par de minutos, se anade aproximadamente 1 mL de me-
dio de cultivo liquido (medio Luria-Bertani —LLB—, o medio SOC) y se incuba
durante una hora y media a 37 °C en agitacién. Se prepara también un control
con el plasmido no ligado.

Cultivo de las bacterias transformadas para, a partir de cada colonia, obtener los
clones. Se toma el producto de la transformacion y se transfieren unos 100 pL.
a una placa de medio LB/ampicilina/XGal, incubandolo durante una noche a
37 °C.

Las células transformadas, que contienen el fragmento de DNA clonado, dan lugar
a colonias blancas, ya que son capaces de crecer en medio con ampicilina y de-
gradar XGal, que es lo que caracteriza al plasmido introducido). Estas colonias
se seleccionan y se vuelven a plaquear en medio s6lido LB/ampicilina/XGal, ob-
teniéndose con ello cada uno de los clones. Cada uno de ellos se debera ampli-
ficar picando con un asa de siembra estéril en la colonia y juntando con la mez-
cla de polimerizacién para llevar al termociclador. Con el producto amplificado
se corre una electroforesis en gel de agarosa para comprobar que efectivamente
contienen el DNA que se pretendia clonar. El producto de PCR purificado po-
dra ser utilizado para su secuenciacion y, con ello, para la asignacion filogenéti-
ca del donante de DNA comparando la secuencia con las de las bases de datos
(véase técnica 24f).

Actualmente los vectores, las células competentes y la mayoria de los reactivos
pueden adquirirse comercialmente en kits comerciales de clonacién (por ejem-
plo, pGEM®-T Easy Vector System de Promega).
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Molde Cantidad necesaria (ng)

Producto de PCR de 100-200 pb 10
Producto de PCR de 200-500 pb 20
Producto de PCR de 500-1000 pb 30
Producto de PCR > 1000 pb 100
DNA de cadena sencilla 100
DNA de doble cadena 250

Técnica 24f. Secuenciacion y asignacion filogenética

Para la secuenciacion se parte de un producto de PCR, que puede provenir tan-
to de un clon, de una banda de DGGE, o del producto amplificado en la PCR de
una muestra presuntamente uniespecifica. La secuencia a realizar debe ser tnica.
Es necesario cuantificar la cantidad de DNA que contiene el extracto para llevar
a secuenciar la cantidad correcta de DNA (cuadro 11.6). Cuando sea necesario, la
muestra se diluye con agua Milli-Q. Es necesario tener un producto de PCR bien
purificado, sin contaminacion por fenol, RNA, proteinas u otros compuestos que
puedan interferir en el proceso de secuenciacion. La pureza puede determinar-
se mediante el procedimiento anteriormente descrito en el apartado «procedi-
miento para cuantificar la cantidad y pureza del DNA extraido» (pag. 190) La pu-
rificacion del producto de PCR previo al proceso de secuenciacion se puede
realizar con kits comerciales (por ejemplo, con filtracién o minicolumnas), aun-
que éste es un proceso que habitualmente también pueden realizar los laborato-
rios dedicados a la secuenciacion, a los que se puede remitir el DNA purificado o
sin purificar, con las instrucciones oportunas al respecto.

Una vez secuenciado, el laboratorio de secuenciacion remitira los resultados en
el formato acordado, por lo que debemos asegurarnos de contar con el software
adecuado para poder leerlo. Por ejemplo, los secuenciadores ABI (Applied Bio-
systems) utilizan el programa Chromas 1.45.°

Al abrir el archivo se pueden presentar tres posibilidades.

a) Que la secuencia sea perfecta y cada posicion tenga asignada correctamente
un nucleétido.

b) Que haya dos hebras secuenciadas, una del directo y otra del reverso. El soft-
ware es capaz de identificarlo y solucionarlo.

® Se puede encontrar mds informacién en http://www.technelysium.com.au/chromas.html
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Cuadro 11.6:

Cantidades minimas de DNA
monoespecifico (de una
misma secuencia)
necesarias para la
secuenciacion

Lo mas sencillo es
secuenciar el DNA en un
laboratorio comercial



Una vez secuenciado el
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existentes en bases de
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La identificacion de los
hifomicetos acuaticos se
basa en la identificacion

de las esporas al
microscopio
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¢) Que en muchas posiciones aparezca la letra «N», lo que significa que en la se-
cuenciacion no se ha podido asignar un unico nucleétido en esa posicion.
Esto indica que probablemente teniamos una mezcla de distintas secuencias y
no es posible la secuenciacion.

Si la secuencia es correcta, se puede alinear y comparar con otras existentes en
las bases de datos. Actualmente la herramienta mas utilizada para la parte inicial
de este proceso es BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).’

Los pasos a realizar son:

1. Ir a Nucleotide BLAST.

2. Introducir la secuencia o cargar directamente el archivo, darle un nombre a la
busqueday seleccionar la base de datos donde buscar (por ejemplo, GenBank,
EMBL o ARB Silva Databases).

3. Guardar el resultado y secuencias que interese alinear con la nuestra.

Una vez se tienen identificadas, se importan las secuencias con alta homologia
con la nuestra usando programas como Bioedit.” Mediante un programa de com-
paracion de similitud de secuencias (por ejemplo, Clustal X) se procede a cons-
truir los darboles filogenéticos que indican la proximidad de la secuencia con otros
existentes en la base de datos. Muchos programas sirven tanto para manejar las
secuencias como para construir las relaciones filogenéticas, como el software ARB
(Ludwig et al. 2004).”

Técnica 25. Evaluacion de la diversidad de los hongos acuaticos

Esta metodologia se basa en la identificacion de los hongos acuaticos a partir de
la observacion de esporas (conidios). En los rios, los conidios se pueden encon-
trar dispersos en la columna de agua o concentrarse en las espumas, principal-
mente después de zonas de corriente elevada o en periodos de lluvia (Gessner
et al. 2003). Los conidios constituyen la fase asexuada de los hongos. La morfo-
logia de los conidios es generalmente sigmoide o tetrarradiada, lo que facilita su
identificacion. Ademas del analisis morfologico de los conidios, son cada vez mas
habituales las técnicas moleculares para evaluar la diversidad de los hongos acua-
ticos, en particular la DGGE y RFLP (técnica 24), ya que no todas las especies

% BLAST fue desarrollada inicialmente por el NCBI (National Center for Biotechnology Information). Mas infor-
macién sobre esta herramienta en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi o http://www.ebi.ac.uk/blast/

7 Mas informacién en http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html

8 Mas informacién en http://www.arb-home.de/
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de hongos esporulan en condiciones de laboratorio. La utilizacién de cebado-
res especificos de la region ITS del rDNA confirma que las comunidades de hi-
fomicetos acudticos que colonizan sustratos vegetales estan mayoritariamente
dominadas por Ascomycota, seguido de Basidiomycota y de Chytridiomycota
(Barlocher 2007).

MATERIAL Y EQUIPAMIENTO

— Frascos de vidrio con tapa de rosca (10-50 mL).

— Cucharas.

— Botellas de vidrio de 1 L.

— Bolsas de plastico (con mallas de 0,5 a 10 mm).

— Placas de Petri de 9 cm y de 5 cm de didmetro.

— Agitador.

— Bombas de acuario con tubos de silicona.

— Sistema de filtracion conectado a un sistema de vacio o a una trompa de agua.
— Portaobjetos y cubreobjetos.

— Microcopio 6ptico (160-400 aumentos).

— Microscopio invertido para los aislamientos (100-200 aumentos).
— Aguja de diseccion pequena.

— Filtros con poro 5-8 pm (Millipore).

— Autoclave.

— Mechero Bunsen.

— Tubos de polipropileno para criopreservacion (2 mL, Sarstedt).
— Camara de flujo laminar.

— Bolsas de plastico tipo Zip lock para transporte de hojas.

— Nevera portatil.

REACTIVOS

— Azul de triptano en lactofenol a 60% (lactofenol: 10 mL de fenol, 10 mL de
acido lactico y 10 mL de agua desionizada) o azul de algodon (cotton blue) en
acido lactico a 0,1%.

— Agua desionizada.

— Agua del rio filtrada y esterilizada en autoclave (120 °C, 20 min).

— Agua-agar (2% p/v agar en agua desionizada, esterilizar en autoclave, verter
asépticamente en placas de Petri de 9 cm de didmetro y dejar solidificar).

— MEA (1% p/v de extracto de Maltay 1,5% p/v de agar en agua desionizada,
esterilizar en autoclave, verter asépticamente en placas de Petri de 5 cm de
diametro y dejar solidificar).

— MEA con antibiético (MEA preparado como antes, adicionar asépticamente
solucién de estreptomicina y/o cloranfenicol (0,1% de concentracién final)
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previamente esterilizada por filtracion, verter asépticamente en placas de Pe-
tri de 5 cm de diametro y dejar solidificar).
— FAA (etanol 70%, acido acético glacial, 37% formaldehido, 1:3:1 / v/v/v).
— Etanol 96%.
— Formaldehido 37%.
— Gilicerol (10-30%) esterilizado en autoclave.

PROCEDIMIENTO

Toma de muestras

Los hifomicetos acuaticos se pueden encontrar en rios de pequeno orden bordea-
dos por vegetacion, aunque también en grandes rios (Pascoal et al. 2005). La se-
leccion de los sitios y tiempos de muestreo deben hacerse de acuerdo con los ob-
jetivos del estudio, y asi los hongos acudticos se pueden muestrear de distinta

manera:

a) a partir de las espumas,
b) a partir de Ia columna de agua,
c) a partir del material vegetal acumulado en el lecho fluvial.

@) Muestreo de los hongos acudticos a partir de las espumas
Las espumas concentran un elevado numero y diversidad de conidios (fig. 11.7),
permitiendo conocer la diversidad de estos hongos, aunque no su abundancia.
1. Recoger una muestra de espuma densa mediante una cuchara y transferir-
la a un frasco pequeno con tapa de rosca.
2. Eliminar el exceso de agua a fin de concentrar la muestra.
3. Transportar la espuma con sus conidios en una nevera a 4 °Cy proceder lo
mas rapido posible a su observacion, para evitar que las esporas germinen.
4. Parte de las espumas puede ser fijada con una gota de FAA, lo que permite pre-
servar las muestras durante anos. Alternativamente, las espumas pueden ser fi-
jadas durante algunos meses con etanol al 96% o con formaldehido al 2-4%.

b) Muestreo de los hongos acudticos a partir de la columna de agua
1. Recoger 1 L de agua del sitio de muestreo.
2. Transportar en una nevera a 4 °C hasta el laboratorio.

Esta técnica es cuantitativa, pero tiene la desventaja de necesitar un gran volumen
de agua para encontrar una muestra representativa de la diversidad local.

¢) Muestreo de los hongos acudticos asociados a detritus vegetales
1. Preparar bolsas de plastico (malla 0,5-10 mm) que contengan hojas senes-
centes y dejar colonizar en el rio durante dos semanas (véase técnica 26).
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Figura 11.7:

Espuma en el rio donde se
concentra gran densidad
de conidios de hifomicetos
acuaticos

2. Alternativamente, se pueden recoger detritus vegetales del lecho de los rios,
tales como hojas en descomposicion.

3. Los detritus vegetales deben ser colocados en sacos de plastico y transpor-
tados en la nevera a 4 °C hasta el laboratorio.

Procedimiento en el laboratorio
a) Espumas
1. Colocar una gota de espuma en el portaobjetos y dejar secar al aire.
2. Colocar una gota de azul de algodén o azul de triptano en el cubreobjeto,
y aplicarlo directamente sobre el portaobjeto.
3. Observar al microscopio 6ptico (entre 160 y 400 aumentos).

b) Agua

1. Filtrar de 250 a 1000 mL de agua, dependiendo de la densidad de coni-
dios en suspension, a través de filtros (47 mm de didmetro, y 5-8 pm de poro,
Millipore). No se aconseja filtrar volimenes muy grandes, ya que la acu-
mulacion de sedimentos dificulta identificar los conidios.
Cortar el filtro de acuerdo con el tamano del portaobjetos.
Tenir el filtro con azul de algodén o azul de triptano.
Colocar el cubreobjeto.

SANE O

Observar al microscopio 6ptico.

¢) Material vegetal
1. Lavar las hojas con agua desionizada para eliminar los sedimentos.
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Figura 11.8:
frascos con aireamiento de
bombas de acuario (a) 0 en
agitador (b)
2. Colocar las hojas en frascos Erlenmeyer con agua del rio previamente fil-
trada y esterilizada o agua desionizada esterilizada.
3. Airear los frascos mediante bombas de acuario o un agitador para inducir
la esporulacion (fig. 11.8).
4. Una vez transcurridas 24-48 horas, filtrar volimenes adecuados de agua (fil-
tros de 5-8 pm de poro).
5. Cortar el filtro de acuerdo con el tamano de los portaobjetos.
6. Anadir colorante (azul de algod6n o azul de triptano) al filtro.
7. Cubrir con los cubreobjetos.
8. Observar al microscopio 6ptico.
Figura 11.9:
Conidios de hifomicetos
acuaticos provenientes de
espumas observadas al
microscopio dptico
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I —
72,04 pm

Nota: a) Alatospora acuminata. b) Varicosporium elodeae. ) Geniculospora grandis. d) Clavariopsis aquatica. €) Lunulos-
pora curvula. ) Articulospora tetracladia. g) Anguillospora filiformis. h) Heliscus lugdunensis. i) Heliscus submersus.

Identificacion

La identificacion se hace al microcopio 6ptico con una ampliacién que, general-
mente, varia entre 160 y 400 aumentos, dependiendo del tamano de los conidios.
Los conidios tienen dimensiones que pueden variar entre 12 pm y 400 um (figs.
11.9y 11.10). Las formas sigmoides son las mas dificiles de identificar. Existen po-
cas claves de identificacion para hifomicetos acuaticos; se aconseja consultar In-
gold (1975) o Gulis et al. (2005) para climas templados, o Santos-Flores y Betan-
court-Lépez (1997) para climas tropicales. Algunos hongos son dificiles de
identificar sobre la base solamente del analisis de los conidios. Para el estudio mas
detallado de la taxonomia, ecofisiologia o toxicologia de los hongos acuaticos, es
preferible mantenerlos en cultivos puros.

Aislamiento de los hongos en cultivo puro
El aislamiento requiere entrenamiento y tiempo:
1. Esparcir una gota de la suspension de conidios provenientes de las espumas
o de los detritus vegetales en cajas de Petri con agua-agar.
2. Observar los conidios al microscopio invertido.
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3. Seleccionar el conidio que queramos, y cortar el agar a su alrededor con una
aguja de diseccion.

4. Transferir el pedazo de agar con el conidio a una caja de Petri con MEA y an-
tibiotico.

5. Incubar a 15-18 °C y monitorizar el crecimiento del hongo.

6. Cuando el hongo tenga cerca de 1 cm, y si no se observa contaminacién por
bacterias, transferir un pedazo del cultivo a MEA y otro pedazo a un frasco Er-
lenmeyer con agua para inducir la esporulaciéon (como se indica anteriormen-
te).

7. Controlar los conidios liberados de cada cultivo puro durante cerca de dos
semanas mediante la observacion microscopica de una gota de la suspension
tenida (fig. 11.10).

8. Si se sospecha de contaminacién bacteriana, transferir de nuevo un pedazo
del cultivo a una nueva placa de Petri con antibiético.

9. Efectuar tantos aislamientos de conidios a partir del agua-agar como sea po-
sible. Se pueden colocar las restantes placas de agua-agar a 8-10 °C para re-
trasar el crecimiento de los hongos.

10. Cuando se obtenga un cultivo puro en MEA, se pueden almacenar pedazos del
cultivo en frascos de vidrio con tap6n de rosca esterilizados y que contengan
agua destilada estéril a 18 °C. También se pueden guardar pedazos de los cul-
tivos en tubos de criopreservacion estériles con glicerol (10-30%) y a —80 °C.

Técnica 26. Tasa de esporulacion

Las tasas de esporulacion de hifomicetos acuaticos informan sobre la actividad re-
productora de los hongos en hojas en descomposiciéon. En general las hojas son
colonizadas inmediatamente después de caer en el agua del rio. Los hifomicetos
crecen rapidamente y en poco tiempo empiezan a canalizar energia para la re-
produccion, de lo que resulta la produccién de una gran cantidad de esporas.
Esta actividad depende de la calidad del sustrato y de la cantidad de nutrientes o
contaminantes en el agua. La tasa de esporulacion baja muy rapidamente después
de la primera o segunda semana en descomposiciéon. Aunque se pueden usar sus-
tratos naturales para obtener esporulaciéon en laboratorio, es recomendable po-
ner hojas senescentes en bolsas y depositarlas durante un tiempo determinado en
el rio para que sean colonizadas por los hongos y proceder a la esporulacién en
condiciones de laboratorio.

MATERIAL

— Bolsas de plastico (con mallas de 0,5 a 10 mm).
— Hojas de arbol senescentes.
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— Spray para remojar las hojas.

— Bandejas de plastico o aluminio.

— Cuerdas para amarrar las bolsas en el rio.

— Sacabocados o tijeras.

— Pinzas.

— Frascos Erlenmeyer de 250 mL.

— Papel de aluminio.

— Agua de rio filtrada, agua destilada esterilizada o agua con nutrientes.

— Agitador orbital o aireador de acuario.

— Conexiones en «T».

— Puntas desechables de pipetas de 5 mL.

— Detergente liquido.

— Sistema de filtracion.

— Filtros con poros de 5 um (Millipore MF o equivalente).

— Estufa (50 °C).

— Balanza, +1 mg de precision.

— Microscopio (recomendado ocular de 10X y objetivo de 40X; el objetivo de
16X puede ser 1til para una vision general de los filtros).

— Portaobjetos y cubreobjetos.

— Azul de triptano en lactofenol a 60% (lactofenol: 10 mL de fenol, 10 mL de
acido lactico y 10 mL de agua desionizada) o azul de algodon (cotton blue) en
acido lactico a 0,1%.

— Bolsas de plastico tipo Zip lock para transporte de las hojas.

— Nevera portatil.

PROCEDIMIENTO

Preparacion del material

Recoger hojas senescentes de arboles, ya sea directamente de los arboles durante
la senescencia, o del suelo del bosque de ribera. Es mejor usar hojas de un tnico
arbol para minimizar la variabilidad. En caso de usar hojas del suelo deben ser re-
cientemente caidas, ya que rapidamente son colonizadas por hongos terrestres. Si
la caida de hojas es continua, lo mejor es usar trampas, que pueden ser plasticos
colocados directamente en el suelo o amarrados entre arboles (fig. 11.11), en las
que se dispone alguna piedra en su centro para que las hojas se deslicen hacia €él.
Se deben hacer agujeros en esta parte central a fin de impedir la acumulacion de
agua, que podia alterar la calidad de las hojas. Después de ser recogidas, las ho-
jas se deben secar al aire y guardar en lugar seco.

Preparacion de las hojas para colocacion en el rio
1. Poner unos 3 g de hojas, o entre 2 y 8 hojas, en una bandeja de plastico o alu-
minio.
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Figura 11.11:
Trampas para recoleccion de
hojas senescentes
de drboles
Foto: A. Encalada.

2. Humedecer las hojas con un spray a fin de que queden flexibles y no se frag-
menten con la manipulacién.

3. Poner las hojas dentro de las bolsas y guardar en frio hasta que sean puestas
en el agua. No se deben dejar mas de 24 horas para evitar la actividad micro-
biana.

4. Amarrar las bolsas en grupos de cuatro y disponerlas en zonas de acumulacion
natural de hojas (fig. 11.12). Amarrar a un tronco en la orilla o a piedras.

Figura 11.12:
Hojas en las bolsas antes
de ser colocadas en el rip

Foto: MLF. Feio.
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. Las tasas de esporulacion se pueden medir al cabo de una fecha determinada, por

ejemplo, una semana. Sin embargo, para conocer la evolucion de la actividad de
hifomicetos acuaticos, se disponen varias bolsas en el rio, que se recolectan en fe-
chas determinadas. Por ejemplo, después de 2, 5, 10, 20, 40 y 60 dias (véase téc-
nica 20). El tiempo adecuado varia en funcién de las condiciones ambientales.

Procedimiento en el laboratorio

1.

Sacar las bolsas del agua e introducirlas en una bolsa tipo Zip lock con un
poco de agua del rio. Transportar las bolsas hasta el laboratorio en frio (ne-
vera portatil).

. En el laboratorio, lavar las hojas suavemente con agua destilada o agua del rio

para eliminar sedimentos o invertebrados. Debe evitarse usar agua de la red ya
que tiene cloro y puede inhibir la actividad microbiana.

. Cortar pedazos de hojas (cerca de 10 cm®) mediante tijeras o sacabocados

(véase fig. 11.3) y colocarlos en frascos Erlenmeyer. Sacar de cada bolsa de
5 a 8 trozos o circulos que deberan ser recogidos de todas las hojas, para mi-

nimizar las variaciones entre hojas.

. Poner las muestras en un frasco Erlenmeyer usando pinzas finas.

. Limpiar el material de preparaciéon con alcohol cuando se pase de una mues-

tra a otra a fin de evitar contaminaciones con hifas y esporas.

. Anadir a los frascos Erlenmeyer 15 mL de agua destilada o agua del rio filtra-

da (0,5 pm de poro).

. Poner los frascos Erlenmeyer en un agitador orbital a una velocidad que pro-

voque una ola de cerca de 1 cm de alto. Si no hay agitador orbital, conectar
una bomba aireadora de acuarios, usando una punta desechable de pipeta de
5 mL con el objetivo de crear una pequena turbulencia (véase la fig. 11.8; téc-
nica 25). Para comparar resultados es imprescindible usar siempre las mismas
condiciones, ya que la tasa de esporulacién depende de la turbulencia.

. Mantener estas condiciones durante 24 a 48 horas. Es importante anotar el

tiempo exacto, pues los resultados se expresan por unidad de tiempo. Es tam-
bién de maxima importancia controlar la temperatura. Para ello, se puede
mantener una temperatura similar a la del rio donde el material fue recogido,
o bien usar una temperatura constante proxima al promedio anual de las
aguas en el rio. Esta ultima opciéon permite comparar resultados de experi-
mentos hechos en cualquier época del ano.

Preparacion para la observacion

1.

2.

Al final del periodo de incubacion, sacar los discos de hojas con unas pinzas
largas, e introducirlos en el horno en cajas hechas con papel de aluminio. Se-
car a 50-60 °C hasta peso constante (en general, de 2 a 3 dias).

Anadir 1 o 2 gotas de detergente a los frascos Erlenmeyer, donde se encuentra
la suspension de esporas.
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Figura 11.13:

Espora de Casaresia
sphagnorum
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. Filtrar (5 pm de poro) un volumen apropiado de la suspension, limpiando va-

rias veces el Erlenmeyer (en caso que todo el volumen sea filtrado) con agua,
asi como las paredes del vaso de filtracion.

Colocar el filtro en una placa de Petri pequena, anadir unas gotas de azul de
triptano hasta que todo el filtro quede himedo, pero sin que se inunde.
Secar a 50-60 °C durante aproximadamente una hora. Los filtros asi prepara-
dos se pueden guardar durante meses.

Conteos

1.

Colocar el filtro en un portaobjetos. Si el filtro es mayor que el portaobjetos,
cortar el filtro por la mitad.

. Poner un cubreobjetos y observar a 400X. Contar el niimero de esporas por

cada campo de microscopio (fig. 11.13).

. Contar un minimo de 100 esporas y 30 campos de microscopio.
. Determinar el area del campo de microscopio, el area del filtro donde estan

retenidas las esporas (ligeramente mas pequena que el area total del filtro).

. Las tasas de esporulacion EE (nimero de esporas por dia y por mg de hoja) se es-

timan mediante la expresion:

=nA/a
tp

E

11.3)

donde n: nimero promedio de esporas por campo de microscopio, a: area del
campo de microscopio (mm®), A: drea del filtro (mm?), & tiempo (dias), y p: peso
total (mg) de los discos de hojas (alternativamente, area total de los discos).

Foto: V. Ferreira.
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Otras consideraciones

El namero de esporas producido depende de las condiciones a las que las hojas
estuvieron expuestas, de la calidad del sustrato y del tiempo de incubacién. Valo-
res entre 75y 7000 esporas por g de hoja y por dia han sido descritos en la lite-
ratura (Suberkropp 2001, Barlocher 2005).

Técnica 27. Actividades enzimaticas extracelulares

Las enzimas extracelulares son sintetizadas principalmente por bacterias y hon-
gos pero también por algunas algas y protozoos. Estas enzimas estan ligadas a la
superficie de la célula microbiana (o en el espacio periplasmatico en las bacterias
gramnegativas) y actdan fuera de la célula (Chroést 1991). En general, la expre-
sion «actividad enzimadtica extracelular» se refiere a las enzimas ligadas a las cé-
lulas, pero también a las posibles enzimas libres (formando parte de la matriz po-
limérica en el biofilm o ligadas a particulas detriticas). El término ectoenzima se
refiere especificamente a las enzimas ligadas a las células. Estas enzimas descom-
ponen moléculas de alto peso molecular a moléculas de bajo peso molecular, que
pueden incorporar directamente los microorganismos para ser metabolizadas y
usar como fuente de materia organica (C, Ny P). La tasa de descomposicion de
la materia organica depende directamente de esta actividad enzimatica.

En la descomposicion de la materia organica intervienen tanto enzimas hidroliti-
cas como oxidativas (peroxidasas, fenoloxidasas, responsables de la descomposi-
ci6én de lignina). En este capitulo se describe la técnica para la medida de activi-
dades enzimaticas hidroliticas mediante fluorescencia. Esta técnica se basa en la
utilizaciéon de compuestos complejos (sustratos artificiales), que contienen el en-
lace sobre el cual actiia la enzima cuya actividad queremos medir. En un extremo
de este enlace hay una molécula fluorescente (metilumbeliferona, MUF, o ami-
nometilcumarina, AMC), que emite fluorescencia solamente cuando esta libre
(gracias a la accion de la enzima; fig. 11.14). Las muestras se incuban con este sus-
trato artificial y se mide la fluorescencia final (es decir, los enlaces que han sido
rotos por causa de la actividad de las enzimas presentes en la muestra). Los sus-

CH.OH CH,0H H
2 0 0 o OH HO 0 0]
o] 0 B-Glucosidasa  |/oH +
OH = +H,0 =
HO H H 2 HO H H
o H  CHs OH H  CHs

Nota: El sustrato artificial 4-metilumbeliferil-5-D-glucésido se descompone en D-glucosa y MUF gracias a la ac-
tividad de la (B-D- glucosidasa).
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la enzima B-glucosidasa



Cuadro 11.7:

Fnzimas extracelulares mas
habituales en estudios de
ecologia fluvial

TECNICA 27

CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

Relacionada con

Enzima Sustrato artificial el metabolismo de Concentracion
B-D-glucosidasa MUF-3-D- C (dltimo paso de la 0,01-0,5 mM
(EC 3.2.1.21) glucopiranosido (o descomposicion de
MUF-B-D-glucésido)  celulosa, celobiosa o
pequenos oligémeros
con enlaces -D-glucosa)
B-D-xilosidasa MUF-3-D- C (ultimo paso de la 0,01-0,5 mM
(EC 3.2.1.37) xilopiranésido (o descomposicion de
MUEF-S-D-xilésido) hemicelulosa,
descomposicion
de xilobiosa o
xilooligosacaridos)
Celobiohidrolasa MUF-celobiésido C (degradacion de 0,1-5 mM
(EC 3.2.1.91) celulosa)
Leucina- Leu-AMC N, C (descomposicién 0,01-0,5 mM
aminopeptidasa (L-leucina-4-metil-7-  de péptidos)
(EC 3.4.11.1) cumarinilamida)
Fosfatasa MUF-fosfato P (descomposicion de 0,01-0,5 mM
(EC 3.1.3.1-2) ésteres de fosfato)
p-Nacetilglucosaminidasa MUF—N—ac.et_ll-/}-D- Degradacion y sintesis 0,01-0,5 mM
glucosaminida de la pared fungica.
Degradacion de quitina
por parte de bacterias
Quitinasa MUF-3-N,N’,N”- Descomposicion de 0,01-0,5 mM

triacetilquitotriésido
(MUF-[GInNAc]*

quitina

Nota: Se incluye el nombre de la enzima y el c6digo de la EC (Enzyme Commission, clasificacion universal de las en-
zimas), el sustrato artificial que se utiliza para su medicion, el metabolismo en el cual esta involucrada la enzima
y el rango de concentracién de sustrato artificial habitualmente utilizado en estudios en sistemas acuaticos.

tratos artificiales mas utilizados y que existen en el mercado se resumen en el cua-
dro 11.7. En la mayoria de estudios se miden actividades enzimdticas extracelula-
res potenciales, es decir, en condiciones de saturacion de la enzima, lo cual per-
mite comparar muestras en distintas condiciones y en funcién del tiempo, pero
dificulta acercar a la actividad real en la naturaleza. Por ello, previamente al pro-
tocolo hay que realizar la cinética enzimatica para determinar qué concentracion
utilizar para el estudio.

MATERIAL

— Viales de 100-125 mL de vidrio ambar (o de polietileno) para guardar las so-
luciones de sustrato artificial y de los patrones madre de MUF y/o0 AMC.

— Viales de vidrio (de 15-30 mL) o frascos de centrifuga (tipo Falcon de 15 mL)
para realizar la incubacion.

— Matraces de 100 mL para preparar las soluciones patron.

— Matraces de 1000 mL para preparar la solucién tampon.
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— Agitador para incubar los viales junto con los patrones y blancos, con control
de temperatura.

— Centrifuga (necesaria para medidas en muestras con material en suspension
como suele ocurrir con el sedimento).

— Pipetas automaticas.

— Sustratos artificiales de la o las enzimas (cuadro 11.7).

— Patron de MUF o AMC (segun la actividad medida).

— Glicina (en polvo).

— Hidroéxido sédico (lentejas).

— Agua Milli-Q.

PREPARACION PREVIA DEL MATERIAL

Preparacion de los sustratos artificiales fluorescentes

Los sustratos artificiales fluorescentes se diluyen en agua destilada y autoclavada y
en viales ambar (o cubiertos de la luz) para obtener una concentracién de 10 mM.
Esta solucion concentrada se guarda en el congelador (=20 °C), se descongela y
vuelve a congelar de inmediato cada vez que se utiliza. Algunos sustratos artificia-
les de MUF son de dificil disolucion, como la MUF-glucésido y la MUF-celobi6-
sido, y es necesario anadir 1-2 mL de hidroximetil éter en el sustrato en polvo para
facilitar su disolucion en agua y dejarlo unas 10-12 horas, en fresco (4 °C) y a os-
curas para minimizar la fotodegradacion. En algin caso también sera necesario so-
nicar la solucion (fracciones de 5 minutos maximo con el fin de evitar el aumen-

to de temperatura) para mejorar la disolucion del sustrato en agua.

Preparacion de patrones concentrados de MUF y AMC

Soluciones de MUF y AMC se disuelven con agua destilada y autoclavada a una
concentraciéon de 10 000 pM y se guardan al congelador. Se descongelan cada vez
que sea necesario preparar soluciones patrén.

Preparacion de la solucion tampon de glicina 0,05 M, pH = 10,4

Para obtener 1000 mL se toman 196,5 mL de glicina 0,2 M (18,76 g en 250 mL)
y 803,5 mL. de NaOH 0,2 M (8 g en 1000 mL). La solucién tampén se prepara con
agua destilada y se controla el pH final. Se puede guardar a temperatura am-
biente en un recipiente de vidrio no expuesto a la luz.

Determinacion previa de la concentracion de sustrato artificial: cinéticas enzimaticas
Para medidas rutinarias se utilizan concentraciones de sustrato artificial en con-
diciones de saturacion. Para analizar las actividades enzimaticas extracelulares
potenciales hay que analizar previamente el comportamiento cinético de esta
actividad. Para ello hay que realizar incubaciones a concentraciones crecientes
del sustrato artificial (por ejemplo, 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 y 0,5 mM, en funcién
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de la muestra y la enzima que estemos midiendo, véase el cuadro 11.7). Los re-
sultados se ajustan a una curva hiperbdlica de Michaelis-Menten y se calcula la
constante de saturacion (K)y la velocidad maxima (V,

nax.

). Estos valores permi-
ten decidir la concentracion de saturacién a utilizar en los ensayos de medidas
potenciales. En la mayoria de trabajos con medidas de actividades enzimaticas
potenciales esta concentracion de saturacién se encuentra alrededor de los
0,3 mM para comunidades benténicas (un poco superior para la celobiohidro-
lasa, hasta 1 mM).

PROCEDIMIENTO

Recogida de muestras en el campo

El procedimiento de muestreo es bdsicamente el mismo que el descrito para el
conteo de bacterias. Para las muestras bentonicas, debe considerarse un minimo
de cinco réplicas para cada actividad.

1. Muestreo segun el cuadro 11.1. Las muestras benténicas se guardan en agua
del rio filtrada (por filtros de nailon de 0,2 pm de diametro para evitar conta-
minar la muestra benténica con bacterias plancténicas) con un volumen co-
nocido para que queden cubiertas (4-10 mL es suficiente). Es mejor utilizar
agua del mismo rio para no alterar las condiciones osmoéticas y de nutrientes.
Si el rio es de cabecera y tiene una densidad bacteriana en transporte muy
baja, es posible utilizar directamente agua del rio sin filtrar.

2. Guardar las muestras benténicas o de agua en viales estériles y en frio (nevera
portatil) hasta el laboratorio. Empezar la incubacién tan pronto como sea po-
sible (el mismo dia de muestreo o como maximo el dia siguiente, guardando
siempre las muestras en frio). Antes de empezar la incubacion, sacar las mues-
tras de la nevera para que adquieran la temperatura ambiente.

Extraccion de la muestra

Para medir las actividades enzimaticas de las comunidades adheridas o de biofilm
(como cualquier otra medida metabolica) es preferible utilizar la comunidad mi-
crobiana intacta y no un extracto en suspension. Por ello, se utilizan sustratos ar-
tificiales colonizados o muestras de hojarasca y sedimento (cuadro 11.1). En ca-
sos de muestras epifitas es muy complicado obtener un circulo de muestra
representativa del total (fig. 11.3), por lo que, solamente en estos casos, se extrae
la comunidad microbiana adherida.

Sumergir la muestra en un vial con un volumen conocido que la cubra, con agua
del rio filtrada por 0,2 pm de poro y sonicar en un bano de ultrasonidos (por
ejemplo, tres veces 2 minutos, comprobar al microscopio si ain se observan algas

adheridas, mantener siempre el mismo tiempo de sonicaciéon). Tomar una sub-
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muestra del liquido extraido para el analisis de la actividad. Tomar también una
muestra para el control de la fluorescencia de la muestra.

Incubacion

1. Preparar los materiales a incubar: muestras (benténicas con un volumen co-
nocido de agua y/o muestras de agua o del extracto de una muestra epifitica),
blanco (agua Milli-Q, para cada actividad a medir, que permite controlar la de-
gradacion abiotica del sustrato artificial), control (muestra de agua del rio
para controlar la fluorescencia del agua), patrones de MUF o de AMC (en fun-
cion de la actividad a medir). Es indicado que el volumen sea el mismo en to-
das las muestras a incubar.

2. Anadir a las muestras y al blanco un volumen del sustrato artificial (por ejem-
plo, de MUF-fosfato para medir fosfatasa) para tener la concentracion final de
saturacion obtenida con la curva de saturacion previa. En las muestras control
no hay que anadir sustrato artificial alguno para la actividad (fluorescencia na-
tural del agua).

3. Colocar las muestras en un agitador, a oscuras, y con control de la temperatu-
ra. La temperatura de incubacion puede ser la misma que la del rio o, alterna-
tivamente, se pueden realizar las incubaciones siempre a temperatura estandar
de laboratorio (20 °C). El tiempo de incubacion es de alrededor de 1 hora. Para
muestras con actividades muy altas pueden utilizarse tiempos de incubacién
menores y también tiempos mas largos para muestras poco activas. La lineali-
dad de la actividad enzimatica con el tiempo se mantiene durante los primeros
90 minutos, por lo que es conveniente no realizar incubaciones mas largas. Es
importante calcular con exactitud el tiempo de incubacién para tener una bue-
na medida de la actividad, y conviene utilizar siempre el mismo tiempo de in-
cubacion para las muestras del mismo rio.

4. Anadir tampoén de glicina 0,05 M de pH = 10,4, que desnaturaliza las proteinas
y detiene la reaccion enzimatica. Este tampon basico también convierte el MUF
y el AMC en sus formas aniénicas mas fluorescentes. Se anade el tampén a to-
das las muestras, controles, blancos y patrones con una relacién % v/v tam-
pon/muestra.

5. En caso de tener muestras turbias (por ejemplo, muestras de sedimento), des-
pués de anadir el tampén, centrifugar levemente (por ejemplo, 4 minutos a
2000-3000 rpm). Tomar el sobrenadante para medir la fluorescencia.

Medida de la fluorescencia

Medir la fluorescencia a 365 nm de excitacion y 455 nm de emision para el MUF
y 364/445 excitacion/emision para el AMC en el fluorimetro, con cubeta de cuar-
zo de 10 mm. La cuantificacién de la fluorescencia se realiza con soluciones pa-
trones de MUF y AMC, y calculando la recta de calibracién. La intensidad de la
fluorescencia del blanco del sustrato y del blanco del agua se resta de todas las
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muestras para corregir la posible hidrolisis no enzimatica del sustrato y la pre-
sencia de compuestos fluorescentes en el agua.

Calculo de las actividades enzimaticas

Las actividades enzimaticas se expresan como nmoles (o umoles) de MUF o AMC
liberados por horay cm® de biofilm (epilitico) o de superficie proyectada del sus-
trato que se mide (epipsamico, epifitico) o por peso seco (epifitico) o por L
(agua). En algunos casos (excluyendo la fosfatasa, que también es algal), la acti-
vidad enzimatica especifica se puede calcular por célula bacteriana, a pesar de
que no se conoce la fracciéon de esta comunidad que, efectivamente, contribuye
a la actividad metabdlica analizada (Karner et al. 1992). También se puede ex-
presar la actividad enzimatica por unidad de biomasa microbiana (contenido de
carbono microbiano del biofilm) o por el contenido de proteinas.

Las actividades enzimaticas pueden variar en funcién de multiples factores, y espe-
cialmente de la cantidad y calidad de materia organica. El rango de valores es muy
amplio y varia en funcién de la enzima que se mida (Romani y Marxsen 2002).
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La biota de los rios:
los microorganismos autotrofos
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12.1. Introduccion

Las algas son organismos eucariotas o procariotas, uni o pluricelulares, sin estruc-
turas de conduccion, que presentan un amplio rango de tamanos. Estos producto-
res primarios habitan una gran variedad de ambientes acuaticos. Algunos confor-
man el plancton, que es el conjunto de organismos que viven suspendidos en la masa
de agua, y otros el bentos, o conjunto de organismos asociados al fondo o a plantas
u objetos sumergidos (Wetzel 2001). La mayoria de las algas benténicas estan re-
presentadas por cianobacterias (llamadas cianofitas en la terminologia botanica),
algas verdes (clorofitas), diatomeas (bacillariofitas) y algas rojas (rodofitas). Por la
cantidad de especies y la diversidad de sus formas de vida, las diatomeas son el prin-
cipal grupo de algas en los rios (Sabater 2008). En relacion con el tipo de sustrato
al que se asocian, distinguimos las algas epifitas (sobre la vegetacion sumergida), las
algas epipélicas (en sedimentos blandos limoarcillosos), las algas epiliticas (sobre sus-
tratos duros) y las algas epipsamicas (asociadas a sustrato arenoso). En términos ge-
nerales, las algas bentonicas tienen altas tasas de renovacién y poseen estrategias vi-
tales oportunistas que les permiten explotar con éxito diversos habitats (Biggs
1996). Cuando los rios tienen un flujo muy lento, mayor profundidad o altas con-
centraciones de nutrientes, el plancton puede alcanzar una importancia destacada.

Todos los grupos de algas fluviales presentan clorofila @ como pigmento fotosin-

tético mayoritario. Las cianobacterias presentan, ademas, ficocianinas y ficoeritri-
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na como pigmentos accesorios. Suelen frecuentar ambientes que sufren deseca-
cién y aguas con altas concentraciones de nutrientes, principalmente fésforo,
aunque algunas especies dominan en aguas oligotroéficas. Los euglendfitos pre-
sentan clorofila ay b, y suelen habitar ambientes con alto contenido de materia
organica disuelta. Las clorofitas comparten con los euglendfitos la presencia de
clorofila ay b. Algunos géneros como Oedogonium, Stigeocloniumy Cladophora pue-
den observarse a simple vista, ya que alcanzan varios centimetros. Las diatomeas
presentan clorofila ay ¢, y fucoxantina como pigmento accesorio, que les otorga
una coloracion verde amarronada. Las rodofitas (como Batrachospermum e Hil-
denbrandia) presentan clorofila a, ficocianina y ficoeritrina, siendo el predominio
de esta ultima la que les otorga su caracteristica coloracion rojiza.

Técnica 28. Muestreo y observacion de algas no diatomeas

En esta técnica se describe como recolectar y acondicionar las algas bentoénicas
para su observacion. Las técnicas especificas para diatomeas se detallan en Ia téc-
nica 29, y las especificas de cianobacterias en la técnica 31.

MATERIAL

— Viales de cristal o plastico.

— Espatula, cuchillo o cepillo dental.

— Formaldehido al 40%.

— Corer de metacrilato (o jeringa sin su apice).
— Tijeras.

— Camara Palmer-Maloney (capacidad 0,1 mL).
— Camara Sedgewick-Rafter (capacidad 1 mL).
— Cubreobjetos y portaobjetos.

— Pipetas Pasteur o cuentagotas.

— Microscopio de investigacion.

PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

Mouestreo sobre sustratos naturales

Dada la elevada variabilidad espacial de las comunidades algales, a menudo es
necesario tomar réplicas en tres puntos distintos del tramo (de tres a cinco
muestras por cada punto), ubicados en zonas con similar velocidad de la co-
rriente, y separados entre si por unos 50-150 m. Se recolectan muestras de sus-
tratos naturales (rocas, cantos rodados o sedimentos finos) en tres puntos a
lo largo de un transecto longitudinal. Los puntos de muestreo deben ubicarse
en la parte central del cauce o, si no es posible, cerca de los margenes, pero
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asegurando siempre que el sustrato esté permanentemente sumergido. Es con-
veniente realizar una caracterizacion visual del area muestreada, reconociendo
la presencia de macroalgas (como Spirogyra, Batrachospermum, etc.) y de biofilms
de microalgas con distinta coloraciéon para asegurar un muestreo represen-
tativo.

Para el muestreo de algas sobre sustratos duros de grandes dimensiones se obtie-
nen las muestras de la superficie disponible mas cercana. Cuando el material
disponible es de cantos rodados o rocas de mediana dimension, en cada punto
de muestreo se recogen al azar rocas o cantos rodados de tamano semejante. De
cada roca se recolecta el material en una superficie definida, utilizando para
ello una plantilla de superficie interna de 1 cm® y anotandose la superficie to-
tal muestreada. Para la remocion del material se emplean cepillos de dientes o
bien navajas para el caso de material incrustante. Para lavar estos utensilios se
emplea agua destilada, asegurandose que queden limpios antes de ser reutiliza-
dos en el proximo sitio a muestrear. El material colectado en cada muestra se in-
troduce en un vial con unos 50 mL de agua del rio, preferentemente filtrada
para evitar la presencia de organismos plancténicos. Posteriormente se etiqueta
la muestra; para su conservacioén se puede utilizar formol a concentracién final
del 4%.

Para el muestreo de sustratos blandos con predominio de limos y arcillas es acon-
sejable utilizar una pipeta de 10 mL a la cual se le secciona la parte inferior, colo-
cando en el extremo contrario un aspirador manual (fig. 12.1). En la parte infe-
rior se le acopla un adaptador de goma o plastico que permita apoyar en la
superficie de los sedimentos, y asi asegurar que se aspire la capa superficial (pri-
meros 5-10 mm), que es la fotosintéticamente activa. En cada sitio de muestreo se
recogen al menos 5 unidades muestrales de 1 cm®de superficie de los sedimentos.
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Las algas sobre sustrato
duro se muestrean por
raspado

Figura 12.1:
Detalle del aspirador
de sedimentos finos



Figura 12.2:
Acondicionamiento de tallos
de macrdfitos emergentes

Las algas sobre sustrato
blando se recogen de la
capa superficial

Los sustratos artificiales
son una buena
alternativa al muestreo
de sustratos naturales
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En el caso de sedimentos con predominio de arena se puede emplear un corer
de metacrilato que permita la extraccion de los primeros milimetros, o bien una
jeringa a la cual se le seccione la parte inferior y se mantiene el émbolo del lado
contrario para facilitar la extracciéon del material.

Si dominan macrofitos o macroalgas sumergidas en el tramo, es posible muestrear
la planta entera (si es pequena), o bien cortar una parte utilizando un cuchillo o
tijera. Se debe guardar la planta o una parte de ella en una bolsa de plastico con
cierre hermético (fig. 12.2). Recolectar cinco réplicas, evitando las partes sumer-
gidas de las hojas flotantes (por ejemplo, nentfares) que no reciban luz directa.
Si dominan los macroéfitos emergidos, las muestras se obtienen de porciones per-
manentemente sumergidas, seccionandolos a partir de 2 cm de la superficie del

sedimento, para asi evitar que se contaminen con éstos.

Para medidas cuantitativas debe secarse el macrofito o calcularse su superficie
para referir el nimero de organismos encontrados en una unidad de biomasa o
de superficie. Para uniformizar el muestreo se recomienda muestrear siempre las

mismas especies de macrofitos o, en su defecto, especies de fisonomia similar.

Muestreo sobre sustratos artificiales

Si la obtencion de materiales de sustratos naturales resulta inviable, se pueden
disponer sustratos artificiales que imiten los naturales mas abundantes. Entre
ellos se cuentan cristales esmerilados, ceramicos, arenas artificiales o plantas
acuaticas artificiales. Se debe, en todo caso, probar la eficacia de estos materiales

antes de usarlos rutinariamente, para verificar que realmente sean colonizados
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por algas, y que su composicion se parezca a la hallada sobre sustrato natural.
Cuando se utilizan pegamentos o adhesivos se debe tener especial precaucion en
que no posean sustancias toxicas. Dado que los sustratos artificiales suelen ser
mas homogéneos que los naturales, se puede reducir el nimero de réplicas, sien-
do tres el niumero mas adecuado.

Observacion y conteo

Para observar, identificar y contar las algas de la muestra se procede de diferente
forma seguin se trate de diatomeas (técnica 29) o de no diatomeas. En este ultimo
caso se coloca una alicuota de muestra entre un portaobjetos y un cubreobjetos,
observandolos con una magnificaciéon adecuada y empleando distintos tipos de
iluminacién para observar mejor las estructuras (contraste interferencial, de fases,
campo oscuro, etc.). También se pueden emplear tinciones distintas, segin el gru-
po algal, para asi facilitar la identificacion (presencia de vainas, mucilago, almi-
don, etc.). Asimismo, es posible elaborar preparados semipermanentes sellando el
portaobjeto y cubreobjeto con esmalte para unas, lo que permitira observar las

muestras mas tarde.

Para el conteo de las algas se pueden emplear camaras (Palmer-Maloney o Sedge-
wick-Rafter). El uso de estos utensilios depende de las caracteristicas del material; si
predominan las formas filamentosas se recomienda la Sedgewick-Rafter. Se coloca
una parte alicuota de la muestra previamente homogeneizada en la camara de re-
cuento. Una densidad de entre 10y 20 células por campo resulta apropiada para el
conteo, en caso contrario hay que diluir la muestra para facilitar la observacion. Se
deben identificar y contar 300-400 células. En el caso de formas filamentosas, se
puede asumir una porcion determinada, por ejemplo una longitud de 10 pm, como
el equivalente a una célula; en ese caso, debe indicarse en el recuento final. Cuan-
do se trata de algas muy pequenas, se recomienda colocar un volumen reducido de
muestra sobre un cubreobjetos y realizar el conteo a una magnificacién de 1000X.

Para calcular la densidad de algas halladas en la camara de recuento se debe te-
ner en cuenta la cantidad de campos observados al microscopio y el volumen de
muestra contenida en cada uno de ellos. Para el calculo de este tltimo se requie-
re conocer la profundidad de la cimara de recuento utilizada y la superficie del
campo, que se calcula a partir del radio. Para el calculo de la densidad se emplea
la siguiente férmula:

p NeV (12.1)

spx V, A .

donde D, ,: densidad de la especie x (células por unidad de superficie o volumen),
N,,; numero de c€lulas de la especie x, V;: volumen total de la muestra (mL), V:
volumen de los campos contados (mL), y A: drea de sustrato muestreado (cm®).
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Una alternativa al método anterior consiste en utilizar una micropipeta de 50 L.
para obtener una parte alicuota de muestra, que puede montarse directamente
entre porta y cubreobjetos. Este tltimo método subestima las algas de mayor ta-
mano, por lo que hay que observar numerosas partes alicuotas de la muestra para
que el conteo realizado sea representativo.

Técnica 29. Tratamiento y analisis de diatomeas

Las diatomeas se ~ Se describe el tratamiento de muestras de diatomeas para eliminar la materia or-
clasifican en funcion de gdnica, y su posterior montaje en resina para su observacién al microscopio. En
su fristulo siliceo, lo
que sdlo puede hacerse
tras eliminar la materia

organica incluida en sus
células MATERIAL

la bibliografia del final del capitulo pueden encontrarse mas detalles de los pro-
cedimientos y protocolos, asi como las principales floras recomendadas.

— Viales de cristal o plastico.

— Espatula, cuchillo o cepillo dental.

— Formaldehido al 40%.

— Reactivos de limpieza de diatomeas: HCI diluido; H,0O, al 30% (100 volu-
menes).

Figura 12.3:

Secuencia de analisis en el
estudio de diatomeas, desde
el campo hasta la
elaboracion del inventario
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— Otros reactivos de limpieza de diatomeas: H,SO, concentrado; KMnO, en cris-
tales.

— Campana de extraccion de gases adecuada para acidos.

— Cubreobjetos y portaobjetos.

— Resina artificial de alto indice de refracciéon (Naphrax, Hyrax o similar).

— Microscopio de investigacion con objetivo de inmersion de alta apertura nu-

mérica.
LLIMPIEZA DE LAS DIATOMEAS

Para una identificacion adecuada de las diatomeas es necesario eliminar todo
el contenido de materia organica celular o extracelular. Esto puede realizarse ex-
poniendo la muestra a agentes oxidantes fuertes. En aguas ricas en carbonato
calcico se recomienda eliminar previamente los carbonatos con HCI diluido.
Para limpiar los fristulos de las diatomeas se debe tratar la muestra con reactivos
que permitan la digestion de la materia organica. Aunque hay diversas posibili-
dades, se recomienda digerir la materia organica mediante solucién de peroxi-
do de hidrégeno (H,0,) al 30% (100 volimenes). En caso de materia organica
dificilmente digerible, como filamentosas, se puede optar por una digestion
mas enérgica mediante dcido sulfurico concentrado (H,SO,) y permanganato
potasico (KMnQO,) en cristales, anadiendo peroxido de hidrégeno como catali-
zador.

En los dos casos hay que limpiar los restos de reactivo mediante lavados sucesivos
con agua destilada o desionizada. Los lavados pueden realizarse mediante filtros
(0,4 pm de poro) o mediante centrifugacion suave.

MONTAJE DE PREPARACIONES PERMANENTES DE DIATOMEAS

Una vez digerido el material, se coloca en un vial limpio con un volumen cono-
cido de agua destilada. Se agita el vial y, con una pipeta Pasteur, se deposita el ma-
terial en un cubreobjetos. Una vez evaporado el liquido, se procede al montaje
con resina. Se requiere de un medio de montaje con un indice de refraccion su-
perior a 1,6 (recomendado el Naphrax).

CONTEO E IDENTIFICACION DE DIATOMEAS

Hay que contar de 300 a 500 individuos, incluyendo todas las especies previa-
mente identificadas. El conteo se realiza al microscopio de luz directa o con uno
que esté provisto de contraste interferencial o de fases. En el analisis de rutina es
aconsejable referirse a los individuos como valvas, y no como fristulos completos,
ya que, a menudo, es dificil encontrar los organismos intactos con las dos valvas.
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Se puede muestrear el
fitoplancton de forma
cuantitativa mediante
botellas, o de forma
cualitativa con el uso
de redes

TECNICA 30 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

Las observaciones se hacen siempre con una magnificacion de 1000X, usando
aceite de inmersion y objetivos de gran apertura numeérica.

Para el conteo de las valvas se recomienda efectuar transectos a lo largo del cu-
breobjeto con un desplazamiento horizontal o vertical, contando cada diatomea
que quede incluida en el campo. La identificacion de especies requiere el uso de
monografias especializadas (cuadro 12.1).

Técnica 30. Fitoplancton

En rios de bajo gradiente el fitoplancton puede alcanzar un buen desarro-
llo, resultando importante su estudio. A continuacion se describe co6mo deben
ser colectadas y acondicionadas las muestras de fitoplancton para su observa-
cion.

MATERIAL

— Botellas de plastico de 100 mL de volumen.

— Toduro de potasio con acido acético o acetato de sodio al 70% (Lugol).

— Red de pesca de fitoplancton (Nytal o similar), de 25-30 pm de didmetro de
poro.

— Columnas y camaras de sedimentacion de Utermohl.

PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

Para los estudios cuantitativos se extraen muestras por triplicado en el centro del
cauce, sumergiendo una botella en los primeros centimetros de la columna de
agua. Se recomienda que las muestras tengan un volumen de unos 100 mL de agua.
La recoleccion debe evitar resuspender material del fondo. En caso de tratarse de
rios anchos y profundos se pueden extraer muestras del centro y de las margenes y
a distintas profundidades. Las muestras son fijadas con dos o tres gotas de Lugol y
almacenadas en la oscuridad.

Para extraer muestras cualitativas se emplean redes de plancton con apertura de
poro inferior a 35 pm.

Observacion y conteo

Para la identificacion taxonémica detallada se recurre a muestras cualitativas, ya
que las especies raras s6lo aparecen de forma esporadica en las muestras cuanti-
tativas. Para las diatomeas se puede emplear la técnica 29 y para las no diato-
meas la técnica 28.
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Anagnostidis y Komarek 1985
Anagnostidis y Komarek 1988
Anagnostidis y Komarek 1990

Bicudo y Picudo 1970
Coesel 1987

Comas 1989a
Comas 1989b
Comas 1990
Comas 1992
Comas 1996

Croasdale et al. 1983
Geitler 1932
Hegewald et al. 1980
Iltis 1984

Komarek y Anagnostidis 1986
Komarek y Anagnostidis 1989
Komarek y Anagnostidis 1999
Komarek y Anagnostidis 2005

Krammer 2002
Krammer y Lange-Bertalot 1986, 1991
Krieger y Bourrelly 1956

Lange-Bertalot 1993, 2001
Parra et al. 1982a
Parra et al. 1982b
Parra et al. 1982¢
Parra et al. 1982d

Rivera et al. 1982
Steinitz-Kankan et al. 1982
Tell y Conforti 1986
Therezien 1985

Whitton, 2002

Yacubson 1980

Las muestras de fitoplancton se disponen en camaras tubulares de sedimenta-
cion que son observadas en un microscopio invertido. La eleccion del volumen
de la camara de sedimentaciéon depende de la concentracion de fitoplancton en
la muestra. Si hay mas de 10000 cel/mL las cimaras poco profundas (< 5 mL)
pueden ser adecuadas. En caso contrario, se recomienda utilizar camaras de se-
dimentacion mayores. El tiempo de sedimentacion requerido se calcula consi-
derando que es necesario decantar 2 horas por cada cm de altura que tenga la
camara. La cantidad de campos que se debe contar depende de la frecuencia de
las especies presentes en la muestra; es recomendable que se contabilicen al me-
nos 100 individuos de la especie mas frecuente. Los datos se expresan en
cel/mL, de acuerdo con la ecuacion 12.2. En el caso de especies filamentosas en
las cuales las células sean de dificil observacion, se puede asumir que la unidad
corresponda a una porcién determinada del filamento equivalente a una célula,
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Segundas referencias
bibliograficas de utilidad
para identificar las algas
de ambientes fluviales

Las muestras de botella
se concentran por
sedimentacion



Figura 12.4:

Colonias de cianobacterias
(a) o cianobacterias
formando parte de un
biofilm mixto (b)

TECNICA 31 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

por ejemplo, 10 pm. La magnificacion de observaciéon recomendable es de 400X
o superior. La densidad algal de calcula mediante la siguiente ecuacion:

N°cel/mL=CA, /A T.V (12.2)

donde C: nimero de organismos contados, A area total de la camara de sedi-
mentacién (mm?), A drea de un campo (mm?), 7.: nimero total de campos con-
tados, y V: volumen de muestra sedimentado (mL).

Para la determinacién de fitoplancton se usa una gran variedad de manuales y
monografias (cuadro 12.1).

Técnica 31. Recoleccion y analisis de cianobacterias

En determinados rios las cianobacterias forman colonias macroscopicas (fig. 12.4a)
o tapetes, pero normalmente aparecen como parte de los biofilms sobre piedras o
sedimentos (fig. 12.4b).

MATERIAL

— Viales de cristal o plastico.

— Espatula, cuchillo o cepillo dental.

— Formaldehido al 40%.

— Medios de cultivo (descritos en el texto).

— Campana de gases que permita condiciones de esterilidad.

— Autoclave.

— Placas de Petri.

— Parafilm.

— Camara Neubauer.

— Microscopio de investigacion con contraste de fases o epifluorescencia.
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PROCEDIMIENTO

Para muestrear cianobacterias del biofilm, se recogen al menos tres piedras del Las cianobacterias se
lecho del rio por punto de muestreo. Estas deben estar sumergidas, tener un cier- ~ Muestrean por raspado
to tapiz homogéneo en la cara superior, y ser de tamano suficiente como para po- el susirato
der realizar el raspado del biofilm (de entre 4 y 5 cm de diametro minimo). Ade-

mas, es necesario que el sustrato componente admita la extraccion del tapiz sin

romperse, y que sea representativo de la zona. Seleccionar una parte uniforme de

Figura 12.5:

Secuencia recomendable
en el andlisis de
cianobacterias desde

su recoleccion

hasta su identificacion
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Algunos grupos de
cianobacterias se deben
cultivar para poder ser
identificados

Cuadro 12.2:
Composicion del medio de
cultivo Chu No.10 D
modificado

TECNICA 31 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

la superficie rocosa, que permita un raspado facil (4-16 cm®). Con un cepillo de
cerdas no muy duras se raspa la superficie elegida. Todo el material utilizado
debe ser previamente lavado con etanol para eliminar contaminaciones, y aclara-
do después con abundante agua destilada. El material extraido se resuspende en
5-10 mL de agua del rio o de medio de cultivo para cianobacterias, si se quieren
aislar las mismas segun se especifica mas adelante.

Para la posterior observaciéon al microscopio, se separa una alicuota y se fija con
formol a una concentracién final del 4% (fig. 12.5).

CULTIVOS DE CIANOBACTERIAS

Los cultivos de cianobacterias son necesarios para ciertos grupos de taxonomia
problematica, cuya identificacion depende de conocer el ciclo vital, o para la ob-
servacion de caracteristicas morfologicas especificas, que se pueden propiciar en
medios artificiales.

Composicion de los medios de cultivo

Se pueden encontrar muchas recetas de medios de cultivos para el crecimiento y
mantenimiento de cianobacterias en laboratorio. La elecciéon de un medio de cul-
tivo determinado depende de los objetivos planteados. En el caso que se trate de
identificar las cianobacterias de un habitat determinado, se cultivan en un medio
de caracteristicas semejantes a las encontradas en el rio estudiado. Asi, para cia-

Componentes Concentracion

KH,PO, 0,032 mM
MgSO,-7H,0 0,101 mM
Ca(NO,),-4H,0’ 0,250 mM
NaHCO, 0,188 mM
FeCl,-6H,0 0,009 mM
Na,~EDTA 0,010 mM

H,BO, 11,560 uM
MnCl,-4H,0 0,229 uM
ZnS0,-7TH,0 0,193 uM
Na,MoO,-2H,0 0,028 uM
CuSO,-5H,0 0,079 uM
CoS0,-7H,0 0,037 uM

“ Para medio sin nitrégeno, se reemplaza este componente por CaCl,-2H,O a una concentracién de 0,25 mM.
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Componentes Concentracion

K,HPO,-3H,0 0,180 mM
Na,EDTA 0,003 mM
MgSO,-7H,0 0,300 mM
CaCl,-2H,0 0,250 mM
NaNO,’ 17,650 mM
Acido citrico 0,029 mM
Citrato férrico amoénico 0,020 mM
Na,CO, 0,190 mM
H,BO, 46,00 pM
MnClL,-4H,0 9,10 pM
ZnSO,-7H,0 0,77 pM
Na,MoO,-2H,0 1,60 uM
CuSO,-5H,0 0,32 pM
CoSO,-7H,0 0,17 pM

" Para el medio BG11, (sin nitrégeno), se desestima este componente.

nobacterias de ecosistemas fluviales hay que tener en cuenta, sobre todo, la con-

centracion de nutrientes.

El medio Chu No. 10 D modificado (Chu 1942) es bajo en nutrientes, muy util para di-
lucidar los rasgos morfologicos, citologicos y fisiologicos caracteristicos de ciertas
poblaciones que viven en medios oligotroficos (por ejemplo, Rivulariaceae). Ade-
mas, si no se le anade fuente alguna de nitrégeno, se consigue el crecimiento de
cianobacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico. Su composicion en sales se mues-
tra en el cuadro 12.2. El medio se tampona con HEPES [acido 4-(2 hidroxietil)-
1-piperacinil-etanosulfénico] a una concentracién 2,5 mM vy se ajusta el pH a 7,8.

El medio BGI1 (Rippka et al. 1979) utiliza concentraciones de nitrato muy altas y
concentraciones de fosforo relativamente altas, salvo en el caso del BG11, (medio
sin nitrégeno), donde no se anade fuente alguna de nitrégeno, potenciando asi
el crecimiento de las cianobacterias fijadoras. .a composicién y concentracion de
sales se muestran en el cuadro 12.3. El medio se tampona con HEPES a una con-
centracién 2,5 mM y se ajusta el pH a 7,8.

El medio de Allen y Arnon (Allen y Arnon 1955) contiene altas concentraciones de ni-
tratos y muy altas de fésforo. Este medio se ha disenado para conseguir altos crecimientos
celulares. La composicion y concentracion de sales se muestran en el cuadro 12.4.
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Composicion del medio
de cultivo BG11

En funcidn de los
objetivos se pueden usar
distintos medios de
cultivo de cianobacterias



Cuadro 12.4:
Composicion del medio de
cultivo de Allen y Arnon

TECNICA 31 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL
K,HPO,-3H,0 2,00 mM
NaCl 4,00 mM
MgSO,-7H,0 1,00 mM
CaCl,-2H,0 0,50 mM
Na,EDTA 76,75 pM
FeSO,-7H,0 69,16 pM
NaNO,’ 6,25 mM
KNO,’ 6,25 mM

H,BO, 46,000 uM
MoO, 1,250 uM
MnCl,-4H,0 9,100 M
ZnSO,-7H,0 0,770 uM
NH,VO, 0,196 uM
CuS0,-5H,0 0,320 uM
CoCl,-6H,0 0,170 uM

“ En el caso del medio sin nitrégeno, se desestiman estos componentes.

Los medios se preparan en condiciones de esterilidad, a partir de reactivos de alta
pureza, agua destilada y material previamente esterilizado. Para cada uno de los
medios, se puede anadir ademas el antibi6tico cicloheximida con una concentra-
cion final en el medio de 0,1 g/L. Se trata de un antibiético que afecta a células
eucariotas, impidiendo asi el crecimiento de hongos, levaduras y algas verdes, lo
que facilita el crecimiento de las cianobacterias, haciéndolas mas competitivas. La
preparacion de la cicloheximida requiere usar guantes y mascarilla, puesto que es
nocivo para el ser humano. Se esteriliza utilizando filtros estériles de 0,2 um de dia-
metro de poro. La cicloheximida se deteriora facilmente a altas temperaturas, por
lo que se anade al medio una vez que esta frio tras autoclavarlo.

Preparacion de medios de cultivo con agar en placas de Petri

Para poder aislar las cianobacterias y estudiar sus caracteristicas con fines taxo-
noémicos, es necesario sembrar el material extraido del biofilm en placas de Petri
con medio de cultivo agarizado, que sirve a las cianobacterias de sustrato sobre el
que crecer. Para ello, se utiliza medio de cultivo liquido y se combina con agar pu-
rificado (1,5% concentracién final), con el fin de que adquiera un estado sélido.

Para la preparacion de medios solidos se ha de evitar esterilizar el medio de cul-
tivo BG11 con el agar, ya que se producen compuestos toxicos. Para otros medios
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quiza no sea el caso, pero seria aconsejable esterilizar el medio de cultivo y el agar
en soluciones separadas al doble de su concentracion, y mezclarlas sélo después
de enfriar alrededor de 45 °C.

Siembra en placas de Petri

Debe sembrarse en un medio de cultivo y en condiciones lo mas parecidas al me-
dio natural, o favorecer el crecimiento con unas condiciones mas idéneas, para
asi obtener una mayor efectividad en el aislamiento. Cuantas mas variaciones se
realicen mas probable sera obtener un mayor nimero de especies. Asi, se reco-
mienda sembrar en distintos medios de cultivo. El procedimiento se describe a

continuacion:

1. Agitar bien la muestra del material recolectado y tomar 0,3 mL que se anaden
en la placa de Petri con el medio de cultivo agarizado.

2. Extender con un asa de siembra de vidrio de manera uniforme por toda la su-
perficie de la placa.

3. Unavez completada la siembra, tapar cada placa, sellandola con parafilm y de-
jarlas boca arriba un dia hasta que no haya liquido sobre las placas. Posterior-
mente, darles la vuelta y dejar crecer las cianobacterias sembradas. Los regi-
menes de temperatura y luz deben acercarse a las condiciones de su hdbitat
natural. Si no se dispone de un incubador se dejan a temperatura ambiente,
en el laboratorio.

4. Dejar crecer durante 30-40 dias. Realizar un seguimiento para que las colonias
no lleguen a solaparse.

La siembra y la preparacion de los medios de cultivos han de realizarse en cam-
panas estériles de flujo continuo de aire. Si no se dispone de este material, deben
realizarse cerca de la llama de un mechero para evitar contaminaciones por bac-

terias o por eucariotas.

Aislamiento de cianobacterias

Una vez transcurrido el periodo de incubacion, observar en las placas, mediante
la lupa binocular, las diferentes colonias que han crecido. Seleccionar y tomar
muestras de las mismas con un capilar muy fino, fabricado estirando el extremo
de una pipeta Pasteur bajo la llama de un mechero Bunsen. La muestra se colo-
ca en un portaobjetos, se anade una gota de agua y el cubreobjetos, y se observa
al microscopio. Una vez observada la colonia y la estirpe de cianobacteria, se re-
pite la operacion, sembrando el pequeno inéculo obtenido en otra placa de Pe-
tri con el mismo medio de cultivo. Se coloca en el incubador y se deja crecer. Una
vez la estirpe crece bien en medio agarizado, se siembran esas colonias en medio
de cultivo liquido, del que se podran tomar después muestras para estudiar sus

caracteristicas taxonomicas.
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Observacion y recuento de las muestras fijadas

El analisis cuantitativo se realiza observando al microscopio las muestras fijadas
con formol. Se toma una alicuota de la muestra previamente homogeneizada y se
monta en una camara Neubauer. Se cuentan de 300 a 500 células de las especies
previamente identificadas, utilizando una magnificacion 1000X vy, si es necesario,
contraste de fases. Es posible también emplear un microscopio con lampara de epi-
fluorescencia para facilitar el recuento. La autofluorescencia diferencial de las fi-
cobiliproteinas (al excitarse con luz verde) permite visualizar y contar facilmente
las cianobacterias presentes. El recuento de cada muestra se realiza por duplicado.

Técnica 32. Pigmentos fotosintéticos

La estima de pigmentos fotosintéticos puede llevarse a cabo mediante espectro-
fotometria (técnica que se detalla a continuacion) y por cromatografia. La técni-
ca mas comun en este segundo caso es la cromatografia liquida de alta presion
(HPLC). Esta requiere un equipo adecuado (véase técnica 23) y patrones que
permitan la identificacion de cada uno de los pigmentos que aparecen en los cro-
matogramas. Su exactitud y precision (permite la correcta identificacion de los
productos de degradacion de las clorofilas y los distintos carotenoides) hacen
aconsejable las medidas con HPLC cuando se requiera distinguir los pigmentos.
Se recomienda al potencial interesado que consulte las obras de Zapata et al.
1987, Millie et al. (1993), y de Schmid y Stich (1995).

Técnica 32a. Pigmentos fotosintéticos por espectrofotometria

El analisis de clorofila permite estimar la cantidad de pigmentos fotosintéticos
(que se estima como parte mayoritaria de la clorofila a). A la vez, este calculo es
representativo de la biomasa de los productores primarios (algas). Dadas las ca-
racteristicas diferenciales de los compartimentos plancténico y benténico, la me-
todologia debe ser distinta, aunque el material y los procedimientos son comunes
en muchos de los pasos.

MATERIAL

— Cubo de plastico (2-5 L) para recoger agua del rio para clorofilas planctonicas.

— Jeringuilla de 60 mL y portafiltros Millipore (Swinnex-47).

— Papel de aluminio.

— Botes de plastico para recoger las muestras bentonicas.

— Cuadrado de superficie interna de 1 cm® que permita definir un drea de mues-
treo sobre sustratos sélidos.
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— Pinzas de plastico.

— Filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/F).

— Bano de ultrasonidos.

— Pipetas automaticas.

— Acetona al 90%.

— Medidor de luz en el campo y en el laboratorio.
— Espectrofotémetro de doble haz.

— Cubetas de cuarzo de 1 y 5 cm.

— Nevera portatil.

ANALISIS DE CLOROFILAS BENTONICAS

Recoleccion de las muestras

Recolectar muestras de los sustratos naturales (piedras, rocas) en tres puntos distin-
tos del rio no afectados por las condiciones litorales, y separados entre ellos unos
50-150 m. Si no hay piedras o es imposible recogerlas, obtener las muestras de la su-
perficie disponible mas cercana. En cada punto se recogen al azar cinco sustratos so6-
lidos de tamano semejante. De cada uno se recolecta el material en una superficie
definida, utilizando para ello un cuadrado de superficie interna de 1 cm®. Hay que
recoger el material suficiente que permita obtener una medida correcta de clorofi-
la. Deberemos anotar el nimero de veces que se ha recogido material mediante el
cuadrado. Anotar también la presencia de herbivoros en las muestras recogidas.

Etiquetar las muestras y guardarlas en viales de plastico en frio (nevera) y en la os-
curidad (recubierto con hoja de aluminio) hasta su analisis en el laboratorio. Una
vez en el laboratorio, congelar la muestra hasta el andlisis, a ser posible a =20 °C.

Para muestrear sustratos blandos y epifiton seguir la técnica 28. Los sedimentos
son sonicados durante 2 minutos para facilitar el desprendimiento de los especi-
menes adheridos a los mismos, repitiendo este procedimiento por lo menos tres

veces. El sobrenadante es filtrado por un filtro Whatman GF/F.

En el caso del epifiton colocar la macroéfita en agua destilada y sonicarla tres ve-
ces durante 2 minutos. Filtrar el liquido con material epifitico mediante un filtro
Whatman GF/F.

Extraccion de la clorofila

Describimos a continuacién un procedimiento de extraccion y lectura de pig-
mentos clorofilicos sin correccion por feopigmentos. Existen otros métodos (aci-
dificacién del extracto; Lorenzen 1967) que incluyen esta correccién, aunque su
baja fiabilidad en muestras naturales desaconseja su uso. Debe aclararse que la es-

tima con acidificacion es aproximativa y, de buscarse una estima mas exacta de la

235

Las muestras para
pigmentos fotosintéticos
se extraen igual que las
de comunidades

La técnica
espectrofotométrica que
incluye correccion para
feopigmentos es poco
fiable



TECNICA 32 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

representacion de los pigmentos derivados de la clorofila, es preciso usar croma-
tografia liquida de alta presion (HPLC). El procedimiento a seguir comprende
los pasos siguientes:

1. Anadir de 5 a 10 mL de acetona al 90% en cada vial hasta cubrir totalmente la
muestra.

2. Guardar la muestra y el extracto en la nevera de 8 a 12 horas. El disolvente or-
ganico extraera la clorofila de las muestras.

3. Someter las muestras a un bano de ultrasonidos durante 2 minutos.

4. Efectuar una segunda adicién de 5 mL de acetona al 90% y homogenizar la
muestra mecanicamente hasta la total extraccion de la clorofila.

5. Filtrar los extractos (Whatman GF/C) para disminuir la turbidez.

6. Leer las absorbancias a 665 y 750 nm, mediante un espectrofotémetro. La clo-
rofila a absorbe principalmente a los 665 nm. El valor en 750 nm se utiliza para
descontar la turbidez de la muestra, que no deberia ser mayor a 0,015. EI va-
lor de la absorbancia a 430 indica concentraciéon de carotenoides y otros pig-
mentos accesorios.

7. Estimar las concentraciones de clorofila mediante la expresién empirica si-

guiente:
Chla:11’4(A665'A750)V/(LS) (12.3)

donde Chl a: clorofila a (mg/m?), A absorbancia a x nm, V: volumen del ex-
tracto (mL), L: longitud de la cubeta del espectrofotometro (cm), y S: super-
ficie de sustrato muestreado (cm?).

ANALISIS DE CLOROFILA PLANCTONICA

El compartimento plancténico corresponde al asociado a la columna del agua.
Por tanto, previo a su analisis, debe ser filtrado o sedimentado.

Recoleccion de muestras

Recoger 2-5 litros de agua, en dos puntos distintos del rio, distantes entre ellos 50-
150 m, siempre en la zona de agua libre y, si es el caso, en coincidencia con las
muestras de fitoplancton que se recojan. Filtrar el agua recogida en el campo, con
una jeringuilla de 60 mL, un portafiltros Millipore (Swinnex-47) y filtros Whatman
GF/F. Guardar los filtros en viales, en frio (4 °C) y en la oscuridad hasta su analisis.

Extraccion y analisis de las muestras en el laboratorio

1. Poner 10 mL de acetona al 90% en los viales hasta cubrir bien el filtro.

2. Guardar las muestras en la nevera de 8 a 12 horas. El disolvente organico ex-
traera la clorofila de las muestras.
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3. Someter las muestras a ultrasonidos durante 2 minutos.

4. Anadir 10 mL de acetona al 90%, y disponer el filtro en un homogenizador
hasta su total desintegracion.

5. Filtrar las muestras (Whatman GF/F) para disminuir la turbidez de la misma.

6. Leer las absorbancias a 630, 645, 665 y 750 nm, mediante un espectrofotéme-
tro. La cubeta del espectrofotometro suele ser de 1 o 5 cm de anchura; este
dato es relevante y debe incorporarse a la ecuacion.

7. Estimar las concentraciones de clorofila mediante la siguiente ecuacion:

Chl a (].lg/L) = [1 1’6(A665_A'75()) _1’31(A645-A’750)_0’14(14630-14750 )]Ve/ (VfL) (12'4)

donde Chl a: clorofila a (ug/L), A,: absorbancia a x nm, Ve: volumen del ex-
tracto (L), Vf: volumen filtrado (L), y L: longitud de la cubeta (cm).

ANALISIS DE FICOBILIPROTEINAS BENTONICAS

Extraccion y cuantificacion

Se pueden llevar a cabo dos métodos distintos. Uno de ellos, basado en la ex-
traccion con tolueno, mide la ficocianina como pigmento mayoritario de las fi-
cobiliproteinas. Este método es mas rapido y sencillo, pero el tolueno es un di-
solvente organico toxico, por lo que debe manipularse siempre con guantes y en
campana extractora. Por este motivo, explicamos un segundo protocolo de ex-
traccion y cuantificacion de ficobiliproteinas basado en el glicerol.

A. Extraccion con tolueno

1. Tomar una parte alicuota de 2 mL del material en tubos Eppendorf y anadir
100 pL de tolueno, agitando enérgicamente durante 90 segundos.

2. Mantener en la oscuridad, a temperatura ambiente, durante 4 horas.

3. Centrifugar los tubos Eppendorf a 14000 rpm durante 10 minutos para sedi-
mentar los restos celulares.

4. Leer la absorbancia del sobrenadante a 620 nm, en una cubeta de 1 cm de an-
chura.

5. Estimar la concentracion de ficocianina mediante la ecuacion 12.5 (Blumwald
y Tel-Or 1982):

PC =13bAg,, (12.5)
donde PC: concentracion de ficocianina ¢ (ug/mL), y A, absorbancia a 620 nm.
B. Extraccion con glicerol

1. Tomar una alicuota de 1 mL de la muestra y centrifugar a 6-7 °C, 10000 rpm
durante 10 minutos.
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2. Descartar el sobrenadante, observando que el precipitado quede seco, y ana-
dir 100 pLL de glicerol.

3. Con ayuda de un homogenizador para tubos Eppendorf, homogeneizar la
mezcla, sometiéndola posteriormente a un bano de ultrasonidos durante 3 mi-
nutos.

4. Transcurrido este tiempo, dejar reposar a 4 °C y en oscuridad durante un mi-

nimo de 1 hora.

. Someter las muestras a choque osmético anadiendo 900 pLL de agua destilada.

. Volver a sonicar las muestras durante 1 minuto.

. Centrifugar nuevamente a 6-7 °C, 10000 rpm durante 10 minutos.

L J O Ot

. Analizar en el espectrofotémetro el sobrenadante, midiendo a 750, 652, 615y
562 nm, mediante cubetas de 1 cm de anchura.

Para asegurar la extraccion del total de ficobiliproteinas, al precipitado se le rea-
lizan extracciones sucesivas hasta que no tenga coloracion verde azulada.

Calcular la concentracion de ficobiliproteinas mediante la férmula tricromatica
de Bennett y Bogorad (1973) (ecuaciones 12.6 a 12.8).

PC = (A, —0,474 Ay,) /5,34 (12.6)
APC = Ay, — 0,208 Ay ) /5,09 (12.7)
PE =[ Ay, —(2,41 PC) - (0,849 APC)] /9,62 (12.8)

donde PC: concentracion de ficocianina ¢ (ug/mL), APC: concentracién de alo-
ficocianina a (ug/mL), PE: concentracion de ficoeritrina r (ug/mL), A ;: absor-
bancia a 615 nm, Ag,: absorbancia a 652 nm, y A,,: absorbancia a 562 nm.

Técnica 32b. Estima de la eficiencia fotosintética y de la biomasa
algal mediante fluorimetria

En los ultimos anos se han desarrollado diversas técnicas basadas en la fluori-
metria. Este es un método alternativo para estudiar la produccién primaria y
determinar la biomasa algal. Existen fluorimetros de pulsos de amplitud modulada
(como Phyto-PAM de Walz) que, excitando la clorofila simultineamente con luz
de distintas longitudes de onda (470, 525, 640 y 665 nm), permiten evaluar la
biomasa de los distintos grupos algales presentes en una muestra. La precisiéon
de los resultados depende de la complejidad de la muestra estudiada, y de la ca-
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libracion previa del aparato con patrones especificos, aspectos que no se desarro-
llaran aqui.

El fluorimetro de pulsos de amplitud moderada (PAM) utiliza tres tipos de luz
distintos (modulada, actinica y de saturacion) que permiten analizar la cinética de in-
duccién de fluorescencia en organismos fotosintetizadores. Combina asi la posi-
bilidad de provocar el efecto Kautsky, mediante la realizacion de pulsos de luz sa-
turante, con la medida de la emision de fluorescencia (Schreiber 2004, Schreiber
et al. 2002). Dicha combinacion es posible gracias a un sistema selectivo de am-
plificacion de los pulsos, con los que se registra s6lo la fluorescencia generada por
los pulsos de luz de medida.

El uso del PAM permite estudiar varios parametros relacionados con la fotosintesis.
Entre ellos, el rendimiento fotonico efectivo, @ 1g; también llamado eficiencia fotoquimica
del PSII por foton absorbido, que ha sido utilizado para calcular la produccién primaria.
Este parametro proporciona una estima de la eficiencia en el transporte de electro-
nes en el aparato fotosintético. La tasa total de transporte de electrones (ETR) se obtiene
multiplicando el rendimiento foténico efectivo por el nimero de fotones absorbi-
dos, y deberia guardar una relacién de proporcionalidad con la tasa de fijacion de
carbono. Dicha proporcionalidad se mantiene en condiciones de luz proximas a la
saturacion, pero pierde linealidad a irradiancias elevadas. En estas circunstancias se
obtienen valores crecientes de tasa de transporte de electrones que no siempre co-
rresponden a un incremento similar en la fijacion de carbono, hecho que desacon-

seja la utilizacion del PAM como sustitutivo de otras estimas de produccion primaria.
MATERIAL

— Fluorimetro de pulsos de amplitud modulada.
— Soporte especifico de sujecion de la muestra con distancia fija al lector de

fluorescencia.
ESTIMA DE LA BIOMASA ALGAL MEDIANTE LA FLUORESCENCIA BASAL (F(,)

Previa calibracion del fluorimetro, se estima la biomasa algal sobre la base de los
valores de fluorescencia basal (F,), que es la que emite la clorofila sin excitaciéon
por la luz. Esta medida puede ser equivalente a la estima de clorofila, aunque no
completamente en biofilms gruesos o en tejidos multicapas.

Procedimiento
1. Fijar los parametros de medida del aparato.
2. Colocar un soporte que permita mantener constante la distancia entre la mues-

tray el sensor.
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3. Adaptar la muestra a la oscuridad durante un minimo de 3 minutos.
4. Medir la emision de fluorescencia a 470 nm para las algas verdes, a 520 nm
para las diatomeas y a 645 nm para las cianobacterias.

ESTIMA DE LA EFICIENCIA FOTOSINTETICA SOBRE LA BASE DEL RENDIMIENTO
FOTONICO EFECTIVO: @ ¢,

Para estimar el rendimiento foténico es esencial controlar la temperatura y me-
dir la luz incidente de forma precisa, dado que ambos parametros afectan de ma-
nera sustancial a la medida realizada. Asi pues, las medidas se realizan a 25 °C, en
condiciones de saturaciéon de luz, es decir, entre 80 y 350 pE/m’ (segun la his-
toria luminica de las comunidades que se consideren).

Procedimiento

1. Fijar los parametros de medida del aparato.

2. Colocar un soporte que permita mantener constante la distancia entre la
muestra y el sensor.

3. Aplicar un pulso de saturacién sobre una muestra iluminada y obtener el ren-
dimiento foténico efectivo. Se recomienda realizar un minimo de tres medi-
das por muestra y utilizar un minimo de tres muestras por punto de muestreo.

4. El rendimiento fotonico efectivo se calcula mediante la ecuacion 12.9:

@, = (Fm' = F) /Fm’ (12.9)

donde @ ,: rendimiento foténico efectivo, F: emisiéon de fluorescencia basal, y
Fm’: emision maxima de fluorescencia provocada por un pulso de luz saturante
sobre una muestra iluminada.
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CAPITULO

La biota de los rios: los macrofitos

CLAUDIA FE[JOO Y MARGARITA MENENDEZ

13.1. Introduccion

Las plantas acuaticas ejercen una profunda influencia sobre el ambiente de los rios,
y juegan un papel preponderante en la estructura y funcionamiento de estos eco-
sistemas, especialmente en aquellos que reciben mucha luz debido a la ausencia de
bosque ripario. A través de los procesos de fotosintesis y respiracion, y de su arqui-
tectura y tasa de crecimiento, los macrofitos influyen mucho sobre diversos facto-
res fisicos y quimicos, y sobre la microflora y fauna asociadas, a las que dan soporte,
proteccion y alimento. En rios donde forman comunidades densas, los macroéfitos
pueden constituir la principal comunidad productora (Vilches 2005), ademas de
incrementar la heterogeneidad del habitat. La arquitectura compleja de ciertas es-
pecies afecta a la velocidad de la corriente, a la disponibilidad de luz, y a diversas
variables fisicas y quimicas, generando nuevos microhabitats que pueden ser ocu-
pados por algas, invertebrados y peces. La densidad y diversidad de invertebrados
y peces son mas elevadas en las zonas cubiertas por macréfitos, donde pueden ha-
llar alimento y refugio contra la depredacion (Rozas y Odum 1988, Uvira et al.
2005). Las plantas con mayor complejidad estructural suelen tener asociada una
comunidad algal mas desarrollada y mayor densidad y riqueza de invertebrados
(Cattaneo y Kalff 1980, Taniguchi et al. 2003). En rios como los pampeanos, don-
de los lechos estan formados por sedimentos finos y no hay piedras o guijarros, la
heterogeneidad de habitat depende fundamentalmente de la vegetacion acuatica
que, ademas, es un sustrato cuya estructura varia con el tiempo (Giorgi et al. 2005).
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CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

Las interacciones entre macrofitos y algas epifitas son materia de controversia.
Aunque es posible que los macroéfitos actien como un sustrato neutro en am-
bientes eutréficos, en sistemas oligotroficos serian un sustrato activo, brindando-
le nutrientes a los epifitos (Blindow 1987). Algunos autores han planteado que
existe una relacion simbiética entre los macrofitos y los epifitos: los macrofitos
proporcionan sustrato y nutrientes, mientras que los epifitos son consumidos por
herbivoros que, de otra manera, atacarian a la planta; ademas, liberan diéxido
de carbono y micronutrientes organicos (Bronmark 1989, Gopal y Goel 1993).
Sin embargo, un crecimiento excesivo de las algas disminuye la fotosintesis ma-
crofitica, al interceptar la luz e influir sobre el intercambio de gases y nutrientes.
La interacciéon entre macrofitas y perifiton, en definitiva, dependeria de la con-
centracion de nutrientes en agua, de las especies involucradas y de otras variables
ambientales (Bronmark 1989). En cuanto a los invertebrados, los macréfitos les
brindan alimento, refugio, sustrato para poner huevos o alcanzar la interfase aire-
agua, y un entorno quimico favorable, al aumentar la concentracién de oxigeno
disuelto durante el dia y absorber sustancias toxicas como amonio (Gopal y Goel
1993). Los macroéfitos como fuente directa de alimento son menos importantes
que las algas epifitas, e influyen menos en el ciclo del carbono de las redes trofi-
cas bentoénicas (France 1995), posiblemente debido a la liberacion de sustancias
alelopaticas que los defienden de los herbivoros, o a su baja calidad alimentaria.

13.2. Papel de los macréfitos en la dinamica de nutrientes

Los macréfitos enraizados pueden absorber nutrientes de los sedimentos, aun en
ambientes fértiles donde los efectos de las plantas sobre el potencial redox del
sustrato son minimos, debido a la acumulacién de materia organica en descom-
posiciéon (Barko et al. 1991). En ambientes oligotroficos, este mecanismo intro-
duce nutrientes al sistema que, de otra manera, no estarian disponibles para los
autétrofos (Barko y Smart 1980). Los macrofitos también pueden captar nu-
trientes del agua, pero su papel en la disminucién de la carga de nutrientes en
arroyos no es tan importante debido a los cambios estacionales que sufre su bio-
masa (Feijo6 2000). La estequiometria de los macrofitos es bastante estricta, por
lo que su concentracion tisular se relaciona poco con la disponibilidad de nu-
trientes. Esto limita el valor de los macroéfitos como bioindicadores de eutrofiza-
cioén, aunque se observan cambios en la respuesta especifica en funcién de la car-
ga de nutrientes (Demars y Edwards 2007).

Durante la senescencia, los macréfitos pueden liberar importantes cantidades de
fosforo, nitrégeno y materia organica al agua, materia que suele descomponerse
mas rapidamente en ecosistemas acuaticos que en terrestres. En la necromasa, el

fosforo se suele liberar mas rapido que el carbono, mientras que el nitrégeno lo
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hace mas lentamente, generalmente en forma de amonio (Feijo6 2000). La se-
nescencia, al final del periodo vegetativo, contribuye a la disminucién de la con-
centracion de oxigeno disuelto y, en condiciones anaerébicas, promueve la sedi-
mentacion de gran cantidad de materia organica refractaria (Barko et al. 1991).
En plantas no senescentes también se ha observado liberacion activa de foésforo y
nitrégeno, aunque en pequenas cantidades; en el caso del primer nutriente, no
supera el 10% del fésforo movilizado desde el sedimento (Barko y Smart 1980).

Técnica 33. Estructura y biomasa de comunidades macrofiticas

Para el seguimiento de las comunidades de macroéfitos en los rios, es importante re-  Ademés de estudiar la
gistrar las especies presentes, su biomasa, asi como la superficie y distribucién de las composicién y biomasa,
es interesante analizar
la distribucion espacial
de los macrdfitos

manchas de macrofitos en el tramo estudiado. En algunos estudios también puede
resultar de interés analizar la composicion de los pigmentos fotosintéticos en los te-
jidos vegetales, dado que estas medidas pueden dar informacion sobre el estado fi-
siol6gico de la planta y las posibles adaptaciones a la radiaciéon luminosa recibida.

MAPEO DEL TRAMO

Material

— Regla de 1,5 metros para medir la profundidad del cauce.
— Cinta métrica de 25 m.

— Cuerdas.

— Estacas para identificar las areas de estudio.

— Martillo.

Procedimiento

Para realizar este mapeo, se establecen transectos distanciados entre 0,5y 2 m a
lo largo del tramo a estudiar (fig. 13.1), dependiendo del tamano de los man-
chones de macrofitos y de la longitud del tramo. En dichos transectos se estima

Figura 13.1:

Esquema de los transectos
para determinar la
superficie cubierta por cada
especie de macrdfito
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Figura 13.2:
Distribucion de los
manchones de macrofitos
en dos épocas del aio en
un rio pampeano

Los mapeos se realizan a
partir de transectos
espaciados regularmente
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la cobertura total del manchén y la cobertura de cada especie de macroéfito, mi-
diendo la longitud del transecto cubierta por agua y por cada especie.

Es conveniente realizar este mapeo antes de extraer muestras para estimar la bio-
masa macrofitica. A partir de esta informacion se pueden elaborar mapas que
permitan la comparacion visual de los distintos muestreos (fig. 13.2).

A partir de estas graficas se pueden estimar las dreas cubiertas por cada manchén
de macroéfitos usando algtin programa de tratamiento de imagenes. Si dentro del
mismo plan de muestreo se realizan estimaciones de biomasa, esta informacion
puede combinarse con las areas de los manchones para referir la biomasa a esca-

la de tramo, lo que permite realizar comparaciones entre diferentes tramos y rios.
ESTIMACION DE LA BIOMASA

Material

— Marco de madera de 20 x 20 cm de luz (o de 15 x 15 c¢m si los manchones de
macrofitos fueran pequenos).

— Corer de PVC o metal.

— Marco metalico de 20 x 20 cm de luz.

— Cedazo de 1 mm de poro.

— Tijeras de campo.

— Bolsas de plastico transparentes.

— Nevera portatil.

— Estufa.

— Balanza con precision de 0,01 g.

Procedimiento de campo
Se toman muestras en los manchones de macrofitos utilizando el marco de ma-

dera. En el caso que se quiera determinar la biomasa subterranea se puede utili-
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zar un corer (Menéndez y Comin 1989) o si el sustrato es blando, un marco meta-
lico que se pueda clavar en el sedimento. La muestra se pasa por un cedazo para
separar el sedimento del material vegetal. Hay que cuidar el mantenimiento de la
comunidad macrofitica, dado que el riesgo de sobremuestreo suele ser alto en
rios pequenos. Como referencia, en un tramo de 100 m de longitud con una pre-
sencia de macroéfitos medianamente abundante, suelen bastar entre 6 y 10 mues-
tras. Se debe evitar tomar muestras en machones pequenos, donde la extraccion
puede llevar a su desaparicion. Las muestras se ubican al azar dentro de cada
manchén. Con una tijera, se corta toda la biomasa que se observe dentro del mar-
co, desde la superficie hasta el fondo. Las muestras extraidas se guardan en bol-
sas y en frio hasta su traslado al laboratorio.

Procedimiento de laboratorio

Es conveniente realizar el tratamiento de las muestras de macréfitos en laborato-
rio el mismo dia de la recoleccion. Si esto no fuera posible, pueden guardarse un
dia en nevera y oscuridad. Las muestras se lavan para extraer las algas filamento-
sas e invertebrados asociados a las plantas. El lavado se realiza con agua de grifo
y sobre un tamiz, recogiéndose el material vegetal pequeno que pudiera quedar
sobre el tamiz con una pinza. El material lavado se separa por especies y se colo-
ca en bandejas de aluminio de peso conocido, registrando su tipo funcional. Ha-
bitualmente se consideran los siguientes tipos funcionales:

Emergentes: especies arraigadas al sustrato y cuyas hojas emergen por encima de la
superficie del agua. Ejemplos: Typha, Schoenoplectus, Ludwigia, Iris, etc. (fig. 13.3).

Sumergidos: especies arraigadas o libres, que presentan sus hojas totalmente su-
mergidas. Ejemplos: Egeria, Elodea, Ceratophyllum, Myriophyllum, etc. (fig. 13.4).

Flotantes: especies que no estan arraigadas al sustrato y que flotan sobre la su-

perficie del agua. Ejemplos: Lemna, Azolla, Pistia, Eichhornia, Ricciocarpus, etc.
(fig. 13.5).
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Figura 13.3:

Ejemplos de especies
emergentes: a la izquierda
Iris pseudacorus, y a la
derecha Rorippa nasturtium-
aquaticum e Hydrocleys
nymphoides



Figura 13.4:

Ejemplos de especies
sumergidas: a la izquierda
Myriophyllum sp y a /a
derecha Potamogeton sp

La biomasa se determina
a partir del peso seco

0 de peso seco

libre de cenizas

Figura 13.5:

Las macrdfitas flotantes
Pistia stratiotes
yhAzolla filiculoides
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Secar las muestras en estufa a 60 °C hasta peso constante (en general, entre 3y
5 dias). Retirarlas de la estufa y dejar enfriar en desecador antes de pesarlas en
balanza con precision de 0,01 g. La biomasa se expresa en g/m’. Una vez deter-
minada la biomasa, las muestras secas pueden utilizarse para medir el contenido
de carbono, nitrégeno y fésforo.

ANALISIS DE LA CONCENTRACION DE PIGMENTOS

Material

— Homogeneizador de cristal.

— Acetona 90%.

— Filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C.
— Espectrofotémetro.

Procedimiento de campo
Para determinar el contenido de pigmentos hay que tomar muestras del tejido a
examinar que, a modo orientativo, pueden ser de 0,5 cm®. Las muestras deben ser
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representativas del material a estudiar, y se deben recolectar varias réplicas (entre
tres y seis) de material vegetal en distinto estadio de desarrollo (hojas jovenes y
viejas). Las muestras deben protegerse de la luz durante el transporte al labo-
ratorio, ya que la luz es uno de los factores que mas afecta a la degradacion de
la clorofila. Es preferible analizar las muestras lo mas pronto posible, aunque se
pueden conservar protegiéndolas de la luz en frio (a menos de 5 °C) durante
24 horas. Si se desea conservarlas mas tiempo se deben congelar.

Procedimiento en laboratorio

Existen varios disolventes para extraer pigmentos vegetales, pero el mas utiliza-
do por su baja toxicidad es la acetona al 90%. Es necesario triturar el material
con un homogeneizador como el Potter-Elrehjem (fig. 13.6) o un mortero de
mano al que se le anade arena de cuarzo, a temperatura ambiente. Se reco-
mienda utilizar un volumen de acetona entre 5y 6 mL para facilitar el triturado
y posteriormente anadir pequenas cantidades de acetona (unos 2 mL) para lim-
piar el triturador.

La muestra se tritura hasta que no se puedan distinguir pedazos de tejido y la pas-
ta sea homogénea. Seguidamente el extracto se filtra a través de un filtro de fibra
de vidrio de 0,45 pm (Whatman GF/C). Se mide el volumen final del extracto y
su absorbancia en un espectrofotometro. El extracto debe ser transparente; para
confirmar esta transparencia se mide la absorbancia en el espectrofotémetro a
750 nm, longitud de onda a la cual las clorofilas no presentan absorcién. Esta ab-
sorbancia nos da idea de la turbidez de la muestra y se debe restar a los valores
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de absorbancia a 664 y 647 nm, que son los correspondientes a los maximos de
absorcion de la clorofila ay b. Este procedimiento debe llevarse a cabo de manera
que la luz incida lo menos posible sobre la muestra y el extracto. Las ecuaciones
mas utilizadas son las de Jeffrey y Humphrey (1975):

Clorofila a(mg/L) =11,93 (A, = Az ) =193 (Ag; — Arsy) (13.1)

Clorofila b(mg/L) = 20,36 (Ay; — Apg )= 5,50 (Agss — Ao ) (13.2)

751

donde A_: absorbancia a la longitud de onda x nm.

Las concentraciones de clorofila se deben corregir para el volumen del extracto
y para el peso fresco, seco o superficie, de la submuestra empleada para obtener
el extracto:

Clorofila (mg/g tejido) = Clorofila (mg/L) x Volumen extracto (L)/Peso fresco
submuestra (g).
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CAPITULO

La biota de los rios: los invertebrados
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14.1. Introduccion

Los invertebrados se encuentran entre los organismos que mejor se han adaptado
a los ecosistemas fluviales, ya que viven en la mayoria de los arroyos y rios de todo
el mundo, con excepcion de aquellos mas efimeros o muy contaminados. Ademas,
la densidad y diversidad de invertebrados suele ser muy elevada, habiéndose en-
contrado hasta un millar de especies en arroyos particularmente bien estudiados.
Entre los taxones mas comunes de los sistemas fluviales se incluyen insectos, crus-
taceos, anélidos, moluscos, nematodos, planarias, briozoos y cnidarios. Habitan en
los sedimentos, tanto blandos como rocosos, asi como en plantas sumergidas. Los
eco6logos suelen distinguir entre macroinvertebrados y meiofauna. Los macroin-
vertebrados son los animales retenidos por una malla de 500 pm (Hauer y Resh
2006), aunque en etapas tempranas de su desarrollo pueden pasar a través de di-
cha malla. Por su parte, la meiofauna esta constituida por organismos menores, que
habitualmente son capturados con mallas mas finas (32 pm segun Higins y Thiel
1988). Los invertebrados juegan un papel fundamental en la transferencia de ener-
gia desde los recursos basales (macrofitos, algas, detritus y microbios asociados) ha-
cia los consumidores superiores de las redes troficas (vertebrados acudticos, aves),
y constituyen el principal recurso alimentario para muchas especies de peces.

La elevada diversidad de las comunidades de macroinvertebrados implica que en
cualquier tramo de rio habita un elevado nimero de especies poco frecuentes o
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La clasificacion general
de invertebrados en
grupos troficos
funcionales debe
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raras, que s6lo aparecen si se realiza el esfuerzo de muestreo suficiente. Ademas,
estas comunidades son muy variables en el espacio y en el tiempo, lo que com-
plica atin mas el muestreo. Por si eso fuera poco, muchos invertebrados fluviales
son muy exigentes con su habitat, por lo que el estudio de la composicién, abun-
dancia y diversidad de las comunidades debe basarse en programas de muestreo
que recojan la variabilidad en los habitats mas representativos (Barbour et al.
1999, ISO 1985). La sensibilidad ante la degradacién ambiental y la facilidad de
estudio ha hecho que se desarrollen innumerables métodos para la biomonitori-
zacion basados en los invertebrados. No mostraremos aqui ninguno de esos mé-
todos, aunque los protocolos explicados pueden utilizarse también con este fin.

Aparte de la informacién que proporcionan sobre la calidad del agua y otras carac-
teristicas del medio fluvial, los invertebrados tienen gran importancia en los ecosis-
temas fluviales. Un punto que ha levantado gran interés es el de su papel funcional.
A diferencia de los invertebrados terrestres, muchos de los cuales se alimentan de
unas pocas especies de presa, los invertebrados fluviales han evolucionado en un
medio impredecible, lo que les ha llevado a desarrollar dietas generalistas y estrate-
gias oportunistas. Sin embargo, sobre la base de su estrategia de alimentacién se
pueden agrupar en grupos troficos funcionales (Merrit y Cummins 1996), y nume-
rosos trabajos han mostrado como cambia la estructura tréofica de la comunidad de
unos rios a otros. De todas formas, la clasificacion de Merrit y Cummins debe ser
complementada localmente para ajustarla a la fauna regional. Para ello es necesario
analizar los contenidos estomacales (técnica 48), lo que permite cuantificar la dieta
alimentaria estimando la densidad y biomasa de las especies consumidas, en funcién
de la disponibilidad de los recursos del habitat (Tavares-Cromar y Williams 1996).

Ademas de la estructura troéfica, las comunidades de invertebrados muestran gran
plasticidad en lo que se refiere a sus rasgos vitales, que optimizan en funcion de las
caracteristicas ambientales. Asi, la dureza, variabilidad e impredecibilidad del me-
dio ambiente determinan en buena medida las estrategias reproductoras y otros
rasgos vitales de las comunidades que habitan en cualquier tramo, hasta el punto
que algunos autores utilizan la concordancia entre caracteristicas ambientales y ras-
gos biologicos para predecir cambios en gradientes ambientales en lugar de ha-
cerlo s6lo por su composicion taxonoémica (Townsend y Hildrew 1994, Bonada et
al. 2006). De esta manera se puede obtener informacién de tipo funcional en dis-
tintas escalas espaciales independientes de la region biogeografica de que se trate.

Técnica 34. Estudio de la comunidad de macroinvertebrados

Como se ha mencionado, las comunidades de macroinvertebrados muestran gran

variabilidad espacial y temporal, y muchos taxones tienen gran afinidad por deter-
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minado tipo de habitat. Todo ello ha de tenerse en cuenta al establecer el progra-
ma de muestreo idoneo. Hay técnicas cualitativas, como el muestreo con red (kick-
ing)y otras cuantitativas (Surber, Hess, fieezing corers, sustratos artificiales, etc.). Las
técnicas cualitativas, si bien no aportan datos cuantitativos precisos, proporcionan
una informacién a menudo mas completa de la riqueza de taxones del tramo, e in-

cluso dan una idea de la relaciéon de abundancia entre los diferentes taxones.

El método de muestreo que se describe posibilita obtener representacion de to-
dos los taxones relativamente abundantes, estimar su densidad y biomasa para
cada tramo y periodos de muestreo, y calcular los indices de diversidad para cada
tramo y periodo. Se basa en un método multihabitat, lo que significa que se mues-
trean todos los habitats presentes en el tramo elegido en funcién de su represen-
tatividad. Es una adaptaciéon del método AQEM (2002) para la evaluacién ecol6-
gica de los rios, basado en Barbour et al. (1999) y en las normas oficiales para el
muestreo de macroinvertebrados (ISO 1985).

MATERIAL DE MUESTREO

— Red Surber o red de mano (tamano en funcién del sustrato predominante
en el rio) de 250-500 pm de malla. Normalmente se utilizan redes Surber de
25 x 25 ¢cm o de 30 x 30 cm.

— Draga Eckman o corers (cilindro de metacrilato entre 10-15 cm de diametro,
con tapas extraibles a cada extremo) para los rios con sedimento fino abun-
dante.

— Cuadricula de 25 cm de lado para rios con macrofitas.

— Formaldehido (40%) y alcohol (70%).

— Bateria de cedazos de malla decreciente (5 cm, 1 cm, 2 mm, 1 mm, 500 pm,
250 um).

— Microscopio binocular estereoscopico (lupa) con micrémetro.

— Estufa y mufla.

— Balanza de precision (de 0,0001 g).

PROTOCOLO DE MUESTREO

Elegir tramos de 50 m razonablemente homogéneos y que sean representativos
del rio que queremos estudiar.

Porcentaje de los diferentes habitats

Para este método se definen los habitats en funcién de los tipos y tamanos de sus-
trato que aparecen en el lecho fluvial (cuadro 14.1). Desde la ribera del rio y sin
perturbar el lecho, calcular visualmente el porcentaje de cobertura de cada uno
de los sustratos presentes en el rio. Si, como es habitual, el equipo de muestreo
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Cuadro 14.1:

Clasificacion de los tipos de
sustrato que se pueden
encontrar en ¢l rio

Cada tipo de sustrato
puede muestrearse
mediante métodos

especificos, pero
siempre teniendo
cuidado de conocer la
superficie de cada
muestra

TECNICA 34

Tipos

Sustrato mineral
Rocas y bloques
Cantos
Guijarros
Grava

Arena

Limo/arcilla

CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

Caracteristicas

Diametro mayor > 25 cm
Diametro 6-25 cm
Diametro 2-6 cm
Diametro 0,22 cm

Particulas de 6 pm a 2 mm. Presentan un tacto
aspero

Particulas < 6 pm. Presentan un tacto suave

Sustrato organico

Masas flotantes

Algas

Macréfitos sumergidos

Macroéfitos emergentes

Partes vivas de vegetacion terrestre
Madera muerta

MOPG

MOPF

Macrdéfitos flotantes. Masas de bacterias, hongos,
musgos o algas. Normalmente acompanados de
detritus

Algas filamentosas, diatomeas
Macrdéfitos, incluidas briofitos y caraceas
Por ejemplo: Typha, Carex, Phragmites
Raices o ramas de vegetacion riparia
Troncos, ramas, madera muerta
Detritus grueso (> 1 mm): hojas, etc.

Depositos de detritus finos. No se distinguen sus
constituyentes

esta constituido por varias personas, es aconsejable recorrer todo el tramo, ano-

tando cada persona mentalmente la abundancia de cada tipo de habitat, para des-

pués ponderar entre todos su cobertura. Todos los sustratos que cubran al menos

un 5% de la superficie del lecho deben muestrearse para obtener la maxima re-

presentacion de la comunidad. Cada sustrato se puede separar también en fun-

cion de la velocidad de la corriente (zonas rapidas y lentas).

Trabajo de campo

1. La toma de muestras debe adecuarse al tipo de sustrato. Los sustratos duros

(rocas, cantos, madera...) y los acimulos de materia organica se muestrean

con la red Surber. En los sustratos blandos (arena, limos...) es preferible utili-

zar la draga o los corers. Los macroéfitos se muestrean recortando una porcion

de la planta con la ayuda de la cuadricula de 25 cm. La red Surber se coloca

contracorriente y con el pie o la mano se limpia y remueve todo el sustrato

comprendido en el area determinada por la Surber, hasta una profundidad de

10-15 cm, asegurando que los animales y el sedimento fino liberados acaban

dentro de la red. Si es dificil fijar la Surber en el sustrato (por ejemplo, en el

caso que los sustratos sean demasiado grandes) se puede utilizar cada sustrato
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(por ejemplo, una piedra) como unidad de muestreo. En este caso hay que de-
terminar la superficie de la piedra, para lo que se puede recubrir con papel de
aluminio (sin solapamiento), que posteriormente se pesara en el laboratorio.
Es importante apuntar siempre el area de muestreo para cada muestra.

. Muestrear desde aguas abajo hacia arriba. Recoger 20 réplicas repartidas en

funcion de la cobertura de cada sustrato. Por ejemplo, si en el tramo hay un
50% de cobertura de guijarros, un 25% de gravas y un 25% de MOPG, se de-
ben recoger 10 muestras en las zonas de guijarros, cinco muestras en las gra-
vas y cinco muestras mas en los depésitos de MOPG.

. Una vez extraida la muestra, colocarla sobre el cedazo, y lavarla con abundan-

te agua de rio, eliminando en la medida de lo posible las piedras y otras parti-
culas grandes, los macroéfitos, asi como todo el sedimento fino que atraviese el
cedazo. Tener mucho cuidado de no perder invertebrados.

. Introducir la muestra en un bote de plastico de boca ancha, y fijarla con for-

maldehido al 4%. ;No incluir mds de una réplica por bote!

Trabajo en el laboratorio

1.

Tamizar las muestras con los cedazos para obtener las diferentes fracciones:
2000 pm, 1000 pm, 500 pum y 250 pm. Si no se dispone de estos cedazos, la
muestra se puede separar directamente.

Separar los animales, primero a simple vista y después mediante lupa bino-
cular utilizando los aumentos necesarios. LLas muestras deben separarse en
unidades sistematicas lo mas proximo posible a la especie. Si en alguna de las
fracciones la densidad fuera muy alta, pueden hacerse submuestras a partir
de 500 especimenes encontrados.

Enumerar los individuos encontrados para cada especie y preservarlos en for-
maldehido (4%), que mantiene las propiedades del contenido estomacal. Si
no se va a analizar el contenido estomacal, también se pueden preservar los in-
dividuos en alcohol al 70%. Es aconsejable separar los individuos de cada fa-
milia o especie, en funcién de su abundancia, en botes separados, para facili-
tar su posterior analisis.

Biomasa

Para las especies de mayor tamano y/o abundancia se puede calcular la biomasa

a partir del peso seco:

1.

Separar un numero conocido de individuos de tamano similar y de la misma
especie.

Secarlos a 70 °C durante 24-48 horas hasta peso constante.

Pesarlos en balanza de precision. Para invertebrados de cierto tamano, como
los grandes dipteros, plecopteros, odonatos, etc., los individuos se pueden pe-
sar separadamente. Para los de menor tamano, pesar un nimero de individuos

conocido y calcular el peso medio por individuo.
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La macro 14.2 permite
calcular la biomasa de
los invertebrados en
funcion de medidas
corporales

La meiofauna esta
constituida por metazoos
pequefos de distintos
grupos taxondmicos,
incluyendo fases
larvarias tempranas de
macroinvertebrados

TECNICA 35 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

4. Calcinar los materiales en una mufla a 450 °C durante 4 horas.

S

Pesar las cenizas.
6. Determinar el peso seco libre de cenizas calculando la diferencia entre el peso
seco y el peso de las cenizas. El peso seco libre de cenizas corresponde a la bio-

masa de los macroinvertebrados.

Medida o peso seco

Una alternativa a la metodologia anterior puede ser medir los individuos que se
separan e identifican, y calcular la biomasa siguiendo las ecuaciones propuestas
por Meyer (1989) para rios de montana europeos, u otras similares. Se obtiene
asi una biomasa mas fiable para los individuos pequenos o de especies poco abun-
dantes. Para medir los individuos se necesita una lupa binocular con micrémetro
en el ocular. Para cada familia se toman medidas diferentes que suelen ser la lon-
gitud del animal, la anchura de la cabeza, etc.

Con la determinacion taxonémica y los datos de abundancia se pueden calcular
indices de diversidad. Los resultados de abundancia y biomasa se expresan por
unidad de superficie de muestreo o de tramo.

Técnica 35. Estudio de la meiofauna

La meiofauna esta constituida por aquellos metazoos benténicos que pasan a tra-
vés de una malla de 500 pm pero quedan retenidos por una de 32 um (Fenchel
1978, Higgins y Thiel 1988). Las comunidades dulceacuicolas que forman parte
de este grupo suelen estar dominadas por nematodos, rotiferos, microcrustaceos
(copépodos harpacticoides y ciclopoides, ostracodos y cladéceros), quironémi-
dos y oligoquetos (enquitraeidos y naididos), aunque también suelen estar pre-
sentes microturbelarios, gastrotricos, tardigrados, acaros y fases larvarias tempra-
nas de varios insectos (efemerépteros, plecopteros, coledpteros, etc.). De hecho,
comunmente se suele dividir la meiofauna en permanente (aquellos que pasan
todo su ciclo vital siendo meiofauna) y temporal (aquellos que empiezan sus pri-
meros estadios larvarios como meiofauna y luego pasan a formar parte de los ma-
croinvertebrados).

La meiofauna esta estrechamente ligada al sedimento, y por tanto es muy sensi-
ble a cambios en la velocidad del agua y en la granulometria del sedimento. Es-
tos organismos, junto con los protozoos, constituyen el eslabon tréfico entre los
detritus, su comunidad microbiana asociada, y los macroinvertebrados (por ejem-
plo, Meyer 1994, Borchardt y Bott 1995). Ademas, constituyen una parte impor-
tante del nimero total de invertebrados en los sedimentos (por ejemplo, Stead et
al. 2004), aunque su biomasa es relativamente modesta.
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La observacion y estudio de la meiofauna se puede realizar bien mediante mues-
tras frescas o bien mediante muestras fijadas. El material fresco ofrece la posibili-
dad de poder identificar y enumerar la mayoria de individuos, ya que los orga-
nismos de tegumento blando son vulnerables ante las técnicas de fijacion. El
inconveniente es que la muestra fresca debe ser procesada lo mas rapidamente
posible para evitar que el estrés sufrido por los organismos pueda modificar los
resultados. Por el contrario, las muestras fijadas con formol se pueden conservar
durante mucho tiempo, aunque no fijen la totalidad de los organismos.

MATERIAL PARA RECOGIDA DE MUESTRAS EN EL. CAMPO

— Cilindro (corer) de plastico rigido (por ejemplo, Perspex) con regla dibujada.
— 2 tapones de goma.

— b botes de plastico (aproximadamente 250 mL).

— 2 cedazos apilables de 32 y 500 pm de tamano de poro.

— Botella o frasco lavador.

— Nevera con acumuladores de frio.

PROCEDIMIENTO

Escoger la zona de estudio teniendo en cuenta que los organismos de la meio-  Hay que tomar al menos
fauna son muy sensibles a los cambios de velocidad del agua y a la granulometria cinco muestras

del sedimento (por ejemplo, zonas leniticas con granulometrias intermedias). por tramo

Figura 14.1:
Cilindro o corer de muestreo
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Clavar el cilindro sobre el sustrato a muestrear, a unos 8-10 cm de profundidad,
para evitar posibles zonas de anoxia, y sacarlo con ayuda de los tapones de goma.
Una vez fuera, decantar sobre los dos cedazos apilados (500 pum arriba, 32 pm
abajo; fig. 14.1). Con ayuda del frasco lavador lleno de agua del rio, lavar bien la
fraccién mayor de 500 pm para evitar que haya organismos aun sujetos al sedi-
mento. Con ayuda del mismo frasco, recoger la fraccion retenida en el cedazo de
32 pm y colocarla dentro del bote de plastico. Cerrar el bote y guardarlo en la ne-
vera. Hay que recoger un minimo de cinco réplicas por punto de muestreo, de-
bido a la tendencia de estos organismos a tener distribuciones agregadas.

En caso de muestrear sustratos diferentes a las arenas o limos, como por ejemplo
hojarasca o piedras, extraerlos con precaucién fuera del agua (por ejemplo po-
niendo una red de 32 pm aguas abajo) y limpiarlo con ayuda de un pincel o con
las manos sobre una bandeja de plastico con agua del rio. Tratar el liquido con el
material desprendido de la forma anteriormente descrita para las arenas/limos.

MATERIAL PARA PROCESADO DE MUESTRAS FRESCAS

— Lupa esteoroscopica de 50X.

— Placas de Petri.

— Pinzas.

— Aguja enmangada.

— Succionador de punta estrecha para recoger y manipular los individuos.
— Frasco lavador con agua procedente del rio.

PROCEDIMIENTO

Este método tiene la ventaja de que se mantienen todos los taxones, incluso los
microturbelarios, rotiferos, gastrotricos y algunos oligoquetos, que son muy sen-
sibles. Filtrar de nuevo las muestras en el laboratorio para eliminar el exceso de
agua y separar los organismos mediante la lupa. El agua utilizada para la limpie-
za de la muestra o para la observacion ha de ser la misma que la del rio. Muchos
de estos organismos son muy sensibles a cambios de la mineralizacion del aguay
pueden explotar o contraerse cuando el medio cambia. Las muestras se pueden

mantener un maximo de 4 dias a 4 °C.
MATERIAL PARA PROCESADO DE MUESTRAS PRESERVADAS

— Solucién al 6% de MgCl, (73,2 g/L) o algin otro anestésico (por ejemplo,
agua carbonatada).

— Tincion con rosa de Bengala (1 g de polvo de rosa de Bengala por litro de for-
mol al 4%).
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— Bandeja de plastico.

— Cedazo de 32 pm.

— Lupa esteoroscopica de 50X.

— Placas de Petri.

— Pinzas.

— Aguja enmangada.

— Succionador de punta estrecha para recoger y manipular los individuos.

PROCEDIMIENTO

Este es un método aconsejable si se quieren estudiar los microcrustaceos y ne-
matodos, que toleran mejor las técnicas conservativas. Para fijar las muestras se
puede anadir un relajante previo para que los organismos no queden contraidos
(por ejemplo, calor o MgCl,) y una tincion para realzar su contraste (rosa de Ben-
gala). La cantidad de colorante o anestésico puede variar en funcién de las ca-
racteristicas del agua asi como de su contenido en materia organica (debido a su
accion quelante). En el momento del procesado de las muestras hay que eliminar
el formol utilizando el cedazo de 32 pm con cuidado de no perder una fraccién
significativa de muestra en el proceso. Algunos autores (Pfannkuche y Thiel
1988) proponen métodos de agitacion y decantacion o de gradiente de densida-
des por centrifugacion (por ejemplo, usando LUDOX-TM®). En cualquier caso,
se recomienda una buena calibracién previa al estudio para cada tipo de sedi-

mento, inspeccionando con detenimiento los sedimentos remanentes.
IDENTIFICACION Y BIOMASA
El nivel de resolucién taxonémica es un compromiso que debe asumir cada in-

vestigador, pues algunos grupos son dificiles de identificar debido a la inmadurez
de los individuos. Las claves mas adecuadas para determinar estos organismos se

Grupo Referencia

General Lopretto y Tell (1995)

Copepoda Reid (1985)

Cladocera Dodson y Frey (1991)

Gastrotricha Rundle et al. (2002)

Ostracoda Moguilevsky y Whatley (1995)

Microturbellaria Kolasa (1991), Cannon (1986)

Nematoda Eyualem-Abebe et al. (2006)

Rotifera Pennak (1978), Wallace y Snell (2001), Nogrady et al. (1993)
Tardigrada Rundle y Robertson et al. (2002)
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Grupo Referencia

General Rundle et al. (2002)
Cladocera Alonso (1986), Amordés (1984)
Copepoda Dussart y Defaye (1995)
Gastrotricha Rundle et al. (2002)
Ostracoda Meisch (2000)
Microturbellaria Young (1970), Cannon (1986)
Nematoda Eyualem-Abebe et al. (2006)
Rotifera Nogrady et al. (1993)
Tardigrada Rundle et al. (2002)

detallan en los cuadros 14.2 y 14.3. En el caso de organismos de dificil determi-
nacion es recomendable tomar una fotografia digital que permita consultar con
especialistas.

Para calcular lIa biomasa, un método aconsejable es medir los organismos direc-
tamente mediante la escala métrica del ocular de la lupa o microscopio, y apli-
car regresiones ya publicadas (por ejemplo, Meyer 1989, Bottrell et al. 1976,
Burgherr y Meyer 1997, Benke et al. 1999) para calcular el peso seco. También
se pueden aplicar formulas de estima del biovolumen descritas en la literatura.
Por ejemplo, para nematodos, Andrassy (1956), para oligoquetos, Smit y Van-
hed (1993), y para ostracodos, acaros, tardigrados y microturbelarios, Ramsay y
Rundle (1997).

La produccion secundaria suele obtenerse mediante el método de frecuencia de
tamanos (técnica 47). Puede hallarse mds informacién en Palmer y Strayer (2007)
y en Rundle y Robertson (2002).

Técnica 36. Rasgos biologicos de especies

La teoria del «river habitat templet» establece una estrecha relaciéon entre las con-
diciones ambientales del habitat y los rasgos biolégicos de las especies (adap-
taciones) que viven en dicho habitat (Townsend y Hildrew 1994). En este senti-
do, los rasgos biologicos de las especies pueden ser utilizados para predecir
cambios en las comunidades de invertebrados en gradientes ambientales (natu-
rales o antropicos) (por ejemplo, Statzner et al. 2005). A pesar de que la clasifi-
cacion de la comunidad en estrategias troficas (técnica 51) puede considerarse
un rasgo biolégico, en este apartado nos referiremos a un conjunto mas amplio
de rasgos.
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Caracterizar la comunidad de invertebrados por sus rasgos biolégicos permite
(Bonada et al. 2006):

1. Obtener informacién de tipo funcional, ya que muchos de los rasgos utiliza-
dos estan relacionados directa o indirectamente con funciones ecolégicas
(como, por ejemplo, el tipo de alimentacion o el tamano y la relacién pro-
duccion:biomasa).

2. Utilizarlos en estudios a distintas escalas espaciales (entre distintas ecorregio-
nes), ya que la mayoria de rasgos son independientes de aspectos taxonémicos
y, por lo tanto, también de la region biogeografica que se considere.

3. Establecer hipotesis simples que permitan predecir cambios en las comunida-
des debidos a cambios en el ambiente.

A pesar de estas ventajas, el uso de los rasgos biologicos requiere informacién bio-
l6gica detallada para todas las especies de una region, que todavia sigue incom-
pleta (Statzner et al. 2007).

MATERIAL

— Base de datos de invertebrados (presencia/ausencia o abundancias).

— Base de datos con caracteristicas ambientales de los sitios de estudio.

— Base de datos de rasgos biol6gicos. Varias bases de datos estan ya disponibles
o se estan desarrollando en diferentes partes del mundo: Europa (Tachet et
al. 2002), Estados Unidos (Béche et al. 2006, Vieira et al. 2006), América del
Sur (Tomanova y Usseglio-Polatera 2007) y Nueva Zelanda (Dolédec et al.
2006).

PROCEDIMIENTO

Caracteristicas de las bases de datos de rasgos biologicos

1. Los rasgos biolégicos describen varias caracteristicas de las especies relaciona-
das con la morfologia, los ciclos vitales, la reproduccion, la dispersion, la fisio-
logia y el comportamiento. Cada rasgo biolégico esta subdividido en categorias
(cuadros 14.4 a 14.7). El namero y tipo de rasgos y categorias varia segin la
base de datos utilizada.

2. Todos los datos sobre los rasgos se obtienen de informacién bibliografica y/o
de observaciones directas de las especies, e incluyen toda la informacion bio-
légica existente para cada taxon.

3. En la mayoria de los casos, la resolucion taxonémica utilizada es el género. Es-
tas bases de datos contienen informacion para cada taxén y cada categoria
(presencia/ausencia o afinidad) utilizando la técnica del cédigo difuso (mé-
todo mas comun).



Cuadro 14.4:

Algunos ejemplos de rasgos
biologicos y sus
correspondientes categorias
relacionadas con
caracteristicas morfologicas

Cuadro 14.5:

Algunos ejemplos de rasgos
biologicos y sus
correspondientes categorias
relacionadas con
caracteristicas

del ciclo vital
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Rasgo biologico Categorias

<25
2,6-5
5,1-10
10,1-20
20,1-40
40,1-80

> 80,1

<10°

10-45°

> 45°

Tamano maximo (mm)

Flexibilidad del cuerpo

Hidrodinamica
Aplanada
Cilindrica
Esférica

Forma del cuerpo

Ventosas

Glandula de seda

Material mineral (estuches)
Gancho anal

Gancho en el tarso

Sin adaptacion

Adaptaciones morfolégicas a la corriente

4. La técnica del codigo difuso permite cuantificar la afinidad de cada taxén a
cada categoria (Chevenet et al. 1994). Generalmente se usa el codigo desde 0
hasta 3, asi un 0 indica no afinidad y un 3 indica una fuerte afinidad de ese ta-
X6n para esa categoria. Por ejemplo, si tenemos un rasgo «voltinismo» que tie-

ne como categorias «semivoltino/univoltino/multivoltino» (cuadro 14.5) una

Rasgo biolégico Categorias

Duracion ciclo de vida (anos) 1
>1

Semivoltino
Univoltino
Multivoltino

1-10
10-30
30-365
> 365

Voltinismo

Duracion de los adultos (dias)

Larva
Ninfa
Imago
Huevos

Estadios acuaticos

Estatoblastos

Gémulas

Capullos

Refugios (por ejemplo, grietas)
Diapausa

Ninguna

Formas de resistencia
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Rasgo biologico Categorias

Reproduccion

Dispersion

Ovoviviparidad

Huevos aislados libres

Huevos aislados fijados en sustrato
Huevos agrupados libres

Huevos agrupados fijados en sustrato
Huevos en la vegetacion

Huevos terrestres

Asexual
Acuatica pasiva
Acudtica activa
Aérea pasiva
Aérea activa

codificacion de «0/3/1», indicaria que se trata de un taxé6n normalmente uni-

voltino pero que algunas veces (para algunas especies dentro del taxén o para

todas las especies en determinadas condiciones ambientales) es multivoltino.

5. Una manera de caracterizar los taxones mediante la codificacion difusa es ana-

lizando los perfiles ecolégicos del taxon para cada rasgo. Asi, por ejemplo, la

Rasgo biologico Categorias

Respiracion

Locomocion

Alimentacion

Modo de alimentacién

Tegumento

Branquia

Plastron

Espirdculo o vesicula hidrostatica

Volador

Nadador en superficie

Nadador

Andadores

Excavadores (epibentonicos)
Intersticiales (endobenténicos)
Temporalmente fijados al sustrato
Permanentemente fijados al sustrato

Sedimento fino y microorganismos
Detritus < 1 mm

Detritus vegetal > 1 mm

Micréfitos vivos

Macrofitos vivos

Animales muertos > 1 mm
Microinvertebrados vivos
Macroinvertebrados vivos
Vertebrados

Absorcion a través del tegumento
Ingestion de sedimentos finos/Colector
Triturador/Desmenuzador
Ramoneador/Raspador

Filtrador

Perforador (vegetacion o animales)
Depredador

Parasito
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Cuadro 14.6:

Algunos ejemplos de rasgos
biologicos y sus
correspondientes categorias
relacionadas con
caracteristicas
reproductivas

y de dispersion

Cuadro 14.7:

Algunos ejemplos de rasgos
biologicos y sus
correspondientes categorias
relacionadas con
caracteristicas fisioldgicas
y de comportamiento



Figura 14.2:

Ejemplo de codificacion del
1asgo «alimentacion»
utilizando informacién sobre
los contenidos estomacales
de varias especies del
género Leptonema
(Trichoptera,
Hydropsychidae)

Se calcula la proporcion
de individuos de cada
categorfa de rasgo en

cada estacion
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género Leptonema (Hydropsychidae) - América del Sur

Rasgo bioldgico Alimentacién
Categorias SF+M* Det<1 Det>1 MiF MaF AM Mlin MAIn Ve
Codigo difuso 0 3 2 2 1 0 0 2 0
(* SF+ M sélo se codifica cuando domina en el alimento ya que podria ser ingerido accidentalmente)
40 ?
g 30
SF+M  Sedimento fino 2
y microorganismos g
Det <1 Detritus <1 mm 5 20
Det > 1 Detritus vegetal > 1 mm °
MiF Micréfitos vivos g
MaF Macrdéfitos vivos a 104
AM Animales muertos > 1 mm
Miln Microinvertebrados vivos
MAIn Macroinvertebrados vivos 0 1
Ve Vertebrados N ! r T ! ! ! !
SF+M™ Det<1 Det>1 MiF  MaF AM Miln MAIn Ve

figura 14.2 muestra la codificaciéon del rasgo «alimentaciéon» utilizando los
contenidos estomacales de varias especies de género Leptonema (Trichoptera,
Hydropsychidae).

Como usar una base de datos de rasgos biologicos

1.

3.

Calcular la proporcion relativa de distintos rasgos biologicos en la comunidad
de la siguiente manera: a) transformar la base de datos de presencia/ausencia
o abundancias de invertebrados en datos relativos (matriz A: estaciones x taxo-
nes), b) para cada taxén y rasgo biologico reescalar los valores difusos de ma-
nera que sumen 1 (matriz B: taxones x categorias) y ¢) multiplicar la matriz A
por la matriz B para obtener una nueva matriz que incluya informacién sobre
la proporcién de cada categoria en cada estacion (matriz C: estaciones x cate-
gorias) (fig. 14.3).

. En funcién de los objetivos planteados existen varias maneras para analizar

este tipo de datos. La matriz C, 1) se puede utilizar para, por ejemplo, obtener
métricas (por ejemplo, indices de diversidad) que podran ser relacionadas con
la base de datos de caracteristicas ambientales (matriz D: estaciones x ambien-
te) o 2) se puede analizar conjuntamente con la matriz D mediante técnicas
multivariantes de ordenacion (por ejemplo, analisis de coinercia).

Los métodos estadisticos mas utilizados para estos analisis son aquellos des-
arrollados inicialmente por Dolédec et al. (1996) y cuyas aplicaciones estadis-
ticas estan disponibles gratuitamente en el programa ADE-4,' también imple-
mentado en el programa R.* Otros métodos, como por ejemplo el 4th Corner

' El

programa ADE-4 esta disponible en http://pbil.univ-lyon1.fr/ADE-4/home.php?lang=eng

2 Disponible en http://cran.r-project.org/
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Taxones Categorias Figura 14.3:
é Matriz A Matriz B s;::' Estructura de las bases
2 P - PR = de datos
8| Proporcién de Grado de afinidad |3
@Al cada taxon en X | de cada taxén a |°
cada estacion cada categoria
(reescalados: 0-1)

l

Categorias Ambientales
3 : @ g
2 Matriz C S c Matriz D
2 -, —> S <——> S h
g| Proporcion de B 3 Variables
2| cada categoria = | ambientales de
en cada estacion cada estacion

Relacién ambiente versus rasgos biolégicos

Program (Legendre et al. 1997), también permiten tratar estadisticamente este
tipo de datos.

Otras consideraciones

1. A pesar de que algunas bases de datos de rasgos biolégicos incluyen informa- £l nivel de resolucion
cioén sobre especies, subgéneros, tribus, familias o grupos biolégicos (Usseglio- taxonémica suficiente es

Polatera et al. 2000a, Vieira et al. 2006), el género se considera la resolucion el de genero
taxonomica 6ptima, ya que permite caracterizar adecuadamente la relacion
rasgos—ambiente disminuyendo los costes de identificaciéon que requiere el ni-
vel especifico (Dolédec et al. 2000). Segtin algunos trabajos (por ejemplo, Do-
lédec et al. 2000), también se puede trabajar a escala de familia, aunque se
pierde informacion ecologica.

2. Los individuos que no puedan ser identificados a escala de género (tamanos
pequenos, falta de piezas) se asignan a los géneros de la misma familia identi-
ficados en esa misma estacion, repartiendo su abundancia segun la distribu-
cion de abundancias de los géneros identificados. En el caso de que no haya
géneros identificados en una estacion, se utilizan los de estaciones cercanas de
la misma cuenca o de cuencas cercanas.

3. En el caso de que en la zona de estudio se encuentren géneros no contem-
plados en la base de rasgos biolégicos existentes, primero debe verificarse que
no se trata de un cambio de nomenclatura. En caso de que sea necesario co-
dificarlos, se aplica la metodologia expuesta en anteriores apartados, teniendo
en cuenta la informacién de las distintas especies del género asi como la va-
riabilidad dentro de cada especie. Para América del Sur, este trabajo es bas-
tante complejo por el gran desconocimiento que se tiene de las especies y de
su biologia. En estos casos se recomienda utilizar toda la informacién disponi-
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ble en lugar de utilizar datos de otras regiones. En el caso de que la informa-
cion biologica sea inaccesible para alguna/s categorias, éstas se codifican
como 0 o se utiliza la media de todos los géneros de la misma familia.

4. Varios estudios (por ejemplo, Usseglio-Polatera et al. 2000b, Statzner et al.
2005, Dolédec et al. 2006) han demostrado el potencial de los rasgos biol6gi-
cos para la bioindicacion, y por lo tanto su utilidad para los sistemas de calidad
del agua.

5. Aparte de los rasgos biologicos se pueden usar también los rasgos ecologicos,
ligados a la distribucion y tolerancia ecolégica de las especies (Tachet et al.
2002). La técnica de los cédigos y el procedimiento de este tipo de datos son
los mismos que los utilizados para los rasgos biologicos.
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CAPITULO

La biota de los rios: los peces

LLUIs ZAMORA, ANNA VILA Y JOAN NASPLEDA

15.1. Introduccion

De las aproximadamente 24 600 especies de peces descritas cientificamente, el
41% habita exclusivamente en aguas epicontinentales y un 1% se mueve entre
el mar y las aguas dulces a lo largo de su ciclo vital (Nelson 1994). De hecho, se
ha propuesto una clasificacion de las especies icticas epicontinentales en tres ca-
tegorias: primarias o sedentarias, caando completan todo su ciclo vital en agua dul-
ce; secundarias si, aun viviendo en aguas dulces, tienen cierta tolerancia a las ma-
rinas; y especies periféricas si, aun derivando de formas marinas ancestrales,
residen mas o menos tiempo en aguas dulces o habitan una parte de su ciclo vi-
tal en este ambiente y otra parte en el mar (Granado-Lorencio 1996). Este seria
el caso de las especies migradoras, las cuales reciben distintas denominaciones en
funcion del tipo de migracion. Asi, la especies potamodromas realizan migraciones
entre sistemas epicontinentales, las oceanodromas dentro del mar y las diadromas
entre ambos medios. Dentro de este grupo se distinguen las especies catadromas,
que realizan migraciones reproductivas hacia el mar (por ejemplo, la anguila eu-
ropea Anguilla anguilla) y de las anadromas, que realizan la migracion en sentido
contrario reproduciéndose en aguas dulces (por ejemplo, el salmoén Salmo salar)
(McDowall 1992).
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La diversidad de
especies de peces
incrementa de acuerdo
con el 4rea de la
cuenca. También influyen
factores como el caudal,
la calidad del agua, la
turbulencia

y la productividad

CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

Los peces ocupan practicamente todos los habitats acuaticos que presentan agua
liquida durante buena parte del ano, incluyendo fuentes termales y alcalinas,
lagos hipersalinos, cuevas, lagunas temporales, rios torrenciales o lagos situados
a elevadas altitudes (hasta 3800 m) (Helfman et al. 1997). Geograficamente, la
mayor diversidad de peces la encontramos en los trépicos, siendo en el sudeste
asiatico, América del Sur y Africa donde existe el mayor niimero de especies epi-
continentales. Como en muchos otros grupos taxonémicos, la estructura y com-
posicion de las comunidades de peces varia en funcién de la escala espacial.
Cuanto mayor es la escala, mayor detalle podemos conocer sobre la organizacion
de la comunidad o la poblacién y en el caso de los peces ésta varia desde el nivel
de cuenca hidrografica hasta el de unidad de habitat (microhabitat) (Reeves et
al. 2001). En general, la diversidad de la comunidad de peces de un rio se incre-
menta desde las zonas de cabecera hasta la desembocadura o, dicho de otra for-
ma, aumenta de acuerdo con el orden del rio (Wootton 1990). Una explicacion
a esta caracteristica la encontramos en la relacion especie—darea propuesta por Wi-
Iliams (1964) en el contexto de la teoria ecolégica de comunidades. Segun este
concepto, el numero de especies se incrementa de acuerdo con el aumento del
area considerada. Aunque diversos factores como el caudal, la calidad del agua o
la turbulencia pueden romper esta tendencia (Ricklefs 1987), es posible predecir
este incremento de la diversidad, dado que el rio experimenta importantes cam-
bios a lo largo de su eje longitudinal aumentado en anchura, profundidad y com-
plejidad de habitats, por lo que es posible encontrar un mayor nimero de espe-
cies (Pitcher y Hart 1982).

Otra posible explicacién del patron observado de incremento de la diversidad y
distribucion de especies icticas en la cuenca hidrografica esta relacionada con la
productividad (Currie 1991). La diversidad es, en general, mayor en los niveles
intermedios de productividad, aunque este principio no siempre se cumple en
los ambientes acuaticos, dado que actian otros procesos como, por ejemplo, los
cambios en las caracteristicas fisicas (anchura, profundidad, velocidad, tempe-
ratura, etc.) (Persson 2002).

No sélo los gradientes fisicos espaciales explican la estructuracién de las comuni-
dades icticas. Los peces interaccionan con otros muchos taxones, compitiendo
por el alimento, por el habitat, actuando como depredadores o como presas. Los
peces herbivoros, mas comunes en los trépicos, pueden llegar a influir sobre la
biomasa vegetal de la zona, la productividad, el crecimiento y la composicion de
especies (Helfman et al. 1997). Como miembros de los niveles superiores de las
cadenas troficas, pueden también afectar considerablemente al resto de niveles.
Por ejemplo, los peces zooplanctivoros pueden provocar la disminucion del zoo-
plancton herbivoro, lo que puede llegar a suponer un incremento del fitoplanc-
ton (Lgvgren y Persson 2001).
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Para poder interpretar los gradientes de ocupacién del espacio y el papel que
juegan los peces en el ecosistema fluvial, es necesario realizar una aproximacion
a su composicion especifica, su abundancia y distribucion. Esta informacién tan
s6lo es posible obtenerla mediante un muestreo y no es una cuestion facil de re-
solver, puesto que la movilidad de los peces y el medio en que habitan pueden
llegar a dificultar en extremo esta tarea. Por ello, existe una gran variedad de
métodos de muestreo de peces, desde los activos como la pesca eléctrica, el arras-
tre o el uso de sacadoras; pasando por los pasivos como las trampas, redes o pes-
ca con cana, hasta los métodos indirectos de deteccion u observacion como la
ecosondacion, la filmacién o la practica del submarinismo (Lucas y Baras 2000).
No existe un método universal para todas las especies y todos los tipos de am-
bientes, por lo que sera necesario seleccionar la técnica en funcion de la especie
y del ambiente (rio, lago, estuario, etc.) a estudiar y de los objetivos del estudio.
En el caso de las poblaciones de peces de rio, el rango de métodos se reduce,
siendo el mas utilizado la pesca eléctrica. Otros muy comunes son las trampas o
las redes de bloqueo.

El objetivo de este capitulo es ofrecer una vision general de las principales técni-
cas de captura de peces en rios, asi como los métodos mas utilizados para la des-
cripcion del estado de las poblaciones de peces en ambientes l6ticos sobre la base
de su densidad y estado de condicion.

Técnica 37. Muestreo de peces: pesca eléctrica

La pesca eléctrica se fundamenta en el hecho de que los peces responden invo-
luntariamente a la accién de los campos eléctricos de suficiente intensidad, na-
dando en direccién al polo positivo o anodo (Reynolds 1996). Asi, al sumergir
dos electrodos en el agua se origina un campo eléctrico y los peces reaccionan en
funcion de la diferencia de potencial que se establece alrededor de su cuerpo. En
las proximidades del anodo, el individuo sufre electrotaxia (o galvanotaxia) que
le impulsa a aproximarse al operador; cuando el pez se encuentra a una deter-
minada distancia (variable en funcién de la especie, el potencial aplicado y las ca-
racteristicas del ambiente) se produce la electronarcosis (o galvanonarcosis) res-
tando el individuo inmévil por la contraccion de su musculatura, momento en el
que puede ser capturado. El efecto de la electricidad es reversible, y los peces se
recuperan segundos después sin efectos secundarios. Esta es la gran ventaja de la
pesca eléctrica, si es realizada correctamente (Snyder 1995, Schill y Beland 1995).

Hay distintos equipos de pesca eléctrica. La base la constituye una fuente de po-
tencial (grupo electrégeno o bateria), un rectificador que permite controlar la in-
tensidad, el voltaje y el tipo de corriente, un anodo o polo positivo que es trans-
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portado por el operador, y un catodo o polo negativo, que puede ser fijado al fon-
do del rio o arrastrado por el operador (fig. 15.1).

La efectividad de la pesca eléctrica en la captura de peces esta condicionada por
nueve factores: el voltaje, la forma y materiales de los electrodos, la conductividad
del agua, la temperatura del agua, el tipo de sustrato del rio, la distancia respec-
to al individuo a capturar, el tamano del pez, la especie y el tiempo de pesca
(Steinmetz 1990, Sharber y Carothers 1990, Randall 1990, Klein Breteler et al.
1990). De estos factores, el mds determinante es la conductividad del agua res-
pecto ala conductividad del pez. La pesca eléctrica puede resultar un técnica muy
eficiente en rios vadeables con una conductividad de entre 50 y 2000 uS/cm
(Smith-Root 1995). En zonas profundas o poco accesibles su rendimiento dismi-
nuye, al igual que en aguas poco conductoras (por ejemplo, zonas de alta mon-
tana) o excesivamente saladas (estuarios). El tamano del pez también influye, de
forma que a mayor tamano, mayor sensibilidad a la corriente eléctrica. Los juve-
niles o especies que no superan los 5 cm son dificilmente capturables (o con baja
eficiencia) aunque es posible modificar el equipo, como usar un anodo (aro) de
menor diametro, con el fin de concentrar la diferencia de potencial a su alrede-
dor y facilitar su captura. Les pesca eléctrica también es mas eficiente con tem-
peraturas del agua mas elevadas, especialmente a partir de 15 °C (Randall 1990).

MATERIAL

— Equipo de pesca eléctrica.
— Grupo electrégeno.
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— Rectificador y conexiones.

— Rejilla (catodo).

— Pértiga y aro (anodo).

— Sacadoras (mango aislante, de madera o fibra de vidrio).

— Cubos.

— Dos redes de bloqueo.

— Tanques y aireadores para guardar las capturas en la orilla.

— Equipo de seguridad.

— Guantes de proteccion eléctrica.

— Vadeadores.

— Gafas polarizadas.

— Botiquin de primeros auxilios.

— Equipo medida peces.

— Anestésico.

— Ictiometro (superficie con escala métrica incorporada para medir longitud de
los peces; recomendable entre 60 y 100 cm).

— Balanza (recomendable precision 0,1 g hasta 2 kg).

— Pinzas, sobres o viales para conservar muestras de escamas (opcional).

— Nevera (para preservar ejemplares sacrificados).
PROCEDIMIENTO

Este puede variar en funcién de las caracteristicas del rio, del equipo utilizado y
del nimero de operadores pero, en general, puede establecerse lo siguiente:

1. Seleccionar los tramos de muestreo, localizarlos en funciéon de sus coordena-
das geograficas, caracterizarlos y medir su superficie total. Es importante ha-
cer todo esto sin molestar a los peces y, a ser posible, sin pisar el cauce.

2. El tramo debe presentar la mayor variedad posible de condiciones de profun-
didad, velocidad del agua, zonas de refugio y tipos de vegetacion y sustrato.

3. El area de muestreo debe tener una longitud 10 veces la anchura media del
rio; con un minimo de 100 m®

4. Si el objetivo es evaluar la densidad de la poblacién a partir de métodos de cap-
turas sucesivas (técnica 39a), hay que instalar sendas redes de bloqueo al ini-
cio y final del tramo, con una luz de malla lo suficientemente pequena como
para evitar la entrada o salida de los ejemplares de menor tamano (recomen-
dable inferior a 2 cm).

5. El muestreo debe efectuarse de dia, y preferiblemente al final de la estacion
de crecimiento. Evitar la pesca si la temperatura del agua es inferior a 5 °C,
dado que la actividad de los peces es muy reducida.

6. Instalar todo el equipo en una orilla del rio, revisando las conexiones y reali-
zando una prueba de pesca antes de iniciar el muestreo.
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7. Graduar el tipo de corriente y la intensidad en funcién de la conductividad
del agua, para evitar la electrocucion de los peces. Es recomendable trabajar
con intensidades inferiores a 2 A y voltajes de entre 200 y 400 V, aunque pue-
de variar en funciéon de cada tramo de rio, por lo que debe realizarse una
prueba de pesca (comprobar la reaccion de los peces, la distancia o radio de
accion del anodo, etc.) antes de iniciar el muestreo.

8. El namero de operarios 6ptimo son cuatro personas: un responsable del
anodo (conductor de la pesca), dos encargados de recoger los peces con sa-
caderas, y un cuarto técnico provisto de un cubo con agua para recoger los
peces capturados y transportarlos a tanques con mayor volumen de agua si-
tuados en la orilla.

9. Realizar la pesca siempre aguas arriba, evitando en lo posible enturbiar el
agua y barriendo con el anodo todos los habitats del tramo.

10. Dado que el uso de la electricidad conlleva un cierto nivel de riesgo, todo el
personal debe estar equipado con el material adecuado (vadeadoras, guantes
aislantes, etc.), conocer el funcionamiento del equipo, y tener nociones de
primeros auxilios, especialmente sobre reanimacién cardiorrespiratoria. En
muchos paises s6lo puede utilizar equipo de pesca eléctrica quien obtenga el
titulo correspondiente tras un curso de formacién especifico.

11. Una vez finalizada la pesca, desconectar el equipo, retirar las redes de blo-
queo y proceder a la toma de medidas biométricas

12. Para la manipulacion de los peces es recomendable su sedaciéon mediante
anestésicos. Para ello, es preciso utilizar los mas adecuados, siendo el mas in-
dicado el eugenol o MS222 (100 mg/L).

13. Cada ejemplar debe ser identificado, sexado si es posible, y contabilizado (es-
pecificando a qué captura corresponde, en caso de realizar mas de una). Se
mide su longitud eligiendo una de las tres aproximaciones posibles: longitud
estandar (distancia entre el rostro y el hueso hipural o zona donde nacen los
radios de la aleta caudal), longitud furcal (distancia desde el rostro hasta la
escotadura de los I6bulos de la aleta caudal) o la longitud total (distancia en-
tre el rostro y la proyecciéon de ambos l6bulos de la aleta caudal plegados)
(Granado-Lorencio 1996). El pez deber ser pesado (precision minima 1 g) y
debe anotarse su estado (presencia de heridas, parasitos, etc.).

14. Finalmente, devolver los peces en un tramo del rio con presencia de refugio
y baja velocidad del agua, para permitir su rapida recuperacion.

Técnica 38. Muestreo de peces: métodos pasivos

Si las caracteristicas del rio no permiten desarrollar la pesca eléctrica o no se dis-
pone del equipo necesario, existen otras técnicas de captura que pueden ser apli-
cadas en ambientes 16ticos. Las trampas han sido desde siempre uno de los mé-
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todos mas utilizados para la captura de peces (Hubert 1996). Aunque han recibi-
do criticas por su baja eficiencia (Jackson y Harvey 1997), también es cierto que
en muchos casos es el inico método para desarrollar un muestreo de peces com-
parativo (Clavero et al. 2006). Uno de los modelos de trampa mas utilizados en
rios son los de tipo nasa o trampas de «botella invertida» (minnow traps) para los
peces de menor tamano (fig. 15.2). La mayoria tienen forma rigida con una o va-
rias aberturas en forma de embudo (o muerte). Los peces pueden entrar facil-
mente pero no encuentran la salida, por lo que quedan retenidos. En el otro ex-
tremo de la trampa puede adaptarse una segunda entrada, o bien una bolsa por
donde extraer las capturas. Dado que todos los métodos de captura tienen sus li-
mitaciones, es necesario elegir el modelo y diseno 6ptimo en funcion de las es-
pecies a capturar y el tipo de rio, con el fin de optimizar el esfuerzo. En rios poco
profundos, las trampas tipo nasas han demostrado ser mas eficientes y capturar
un mayor rango de tallas y especies (Clavero et al. 2006), por lo que es muy re-
comendable su uso.

En rios mayores es posible también usar redes, del tipo agalladeras o trasmallos,
aunque su uso no es muy frecuente y el impacto sobre los peces es mayor (eleva-
da mortalidad) (Kurkilahti y Rask 1996).

PROCEDIMIENTO
En el caso de realizar capturas mediante nasas, el procedimiento a seguir es:

1. Seleccionar los tramos de muestreo, localizarlos en funcion de sus coordena-
das geograficas, caracterizarlos y medir su superficie total. Es importante ha-
cer todo esto sin espantar a los peces y, a ser posible, sin pisar el cauce.

2. Instalar las trampas en una zona poco profunda, de forma que el dltimo em-
budo sobresalga del agua. Con ello se evita que mueran otras especies que pue-

den penetrar en la trampa, como anfibios, reptiles o mamiferos. En zonas pro-
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fundas es posible utilizar trampas tipo minnow o incluso nasas de estructura ri-
gida, de facil instalacion.

3. La probabilidad de captura varia entre las horas diurnas y nocturnas, por lo
que la eleccion del tiempo de muestreo varia segtin los objetivos del estudio y
de la disponibilidad de técnicos. Es recomendable inspeccionar las trampas
cada 24 horas.

4. En algunos casos puede ser recomendable usar cebos o atractores, pero debe
valorarse su posible efecto sobre la capturabilidad.

5. Procesar los ejemplares capturados como se indica en la técnica 37.

Técnica 39. Estima de la densidad poblacional

El tamano de la poblacion, es decir, el nimero de individuos que la componen, es
una de las informaciones basicas en el estudio de la ictiofauna y es, junto con la es-
tructura de edades (o tallas) y la condicion, una de las variables mas utilizadas para
describir el estado de las poblaciones de peces (Huberty Fabrizio 2004). Ya sea por
su elevada abundancia, comportamiento o por su inaccesibilidad, raramente se
puede realizar un recuento total de los peces que ocupan el area de estudio. Por
ello es preciso recurrir a una estimacion del tamano poblacional, basaindose en dos
tipos de métodos: absolutos o relativos. En los métodos absolutos el resultado final
es un valor exacto (junto a su correspondiente medida del error de la estimacion),
obtenido después de capturar una muestra representativa de la poblacion. Los mé-
todos relativos, por el contrario, nos permiten comparar la abundancia de peces
entre tramos o entre rios, pero no calcular un nimero o densidad real. Entre los
métodos absolutos mas habituales para el estudio de las poblaciones de peces de
rios estan los basados en capturas sucesivas con extraccion 'y los métodos de captura—

marcaje—recaptura (también conocidos como métodos de marcaje y recaptura).

En la mayoria de los ambientes acuaticos los métodos de estimacién absolutos re-
quieren un elevado esfuerzo (en tiempo, personal, material, econémico, etc.)
para obtener un determinado resultado, de acuerdo con el grado de precision de-
seada. Una alternativa pueden ser los métodos relativos como, por ejemplo, los
indices de abundancia, siendo el mas utilizado las capturas por unidad de esfuerzo.
A continuacion se describen los principales métodos (absolutos y relativos) apli-
cados en la evaluacion de la densidad de peces en rios.

Técnica 39a. Métodos absolutos: capturas sucesivas con extraccion

El principio de este grupo de métodos consiste en realizar una serie de capturas

sucesivas dentro de un tramo de rio cerrado fisicamente, tanto mediante pesca
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eléctrica o trampas, como con cualquier otro método. En las capturas se aplica
una cantidad de esfuerzo conocida y constante. Los individuos capturados en
cada ocasion no son devueltos hasta el final del experimento, y se estima el ta-
mano de poblacion a partir de la disminucion de las capturas realizadas en las dis-
tintas ocasiones (Schwarz y Seber 1999). En el caso del estudio de peces de rio, el
esfuerzo suele medirse a partir del tiempo total de pesca o la longitud del tramo
(o su superficie) si se capturan mediante pesca eléctrica, o de las dimensiones de
las redes si se usan trampas o cerco.

Las soluciones matematicas de estos modelos son varias, y han sido recogidas y
descritas en Seber (1982). Se pueden dividir en dos categorias: modelos de ma-
xima verosimilitud y modelos basados en regresion lineal. Los primeros ofrecen
una mejor estimacion y un mayor rigor estadistico (Cowx 1983), mientras que
los segundos son una buena alternativa cuando resulta dificil cumplir los su-
puestos del método. Ademas, una clara ventaja de los métodos basados en la
maxima verosimilitud respecto a los basados en regresion lineal (y que hace
que sean mas usados) es su mayor flexibilidad, ya que ofrecen la posibilidad de
testar el cumplimiento de algunos de los supuestos, e incluso variantes del mé-
todo.

Supuestos del método
Para poder aplicar estos métodos, en general se deben satisfacer las siguientes
condiciones (Moran 1951):

1. La poblacién debe ser cerrada. No debe producirse una significativa natalidad,
mortalidad o migraciéon durante el experimento. Se puede cumplir con esta
condicion reduciendo el tiempo del muestreo.

2. Cada ocasion de captura debe reducir la poblaciéon en una proporcion signifi-
cativa.

3. Todos los individuos deben tener la misma probabilidad de captura.

4. La probabilidad de captura debe ser constante en las distintas ocasiones en
que se realice.

Suele ser dificil cumplir en sentido estricto todas estas condiciones. El tramo de
rio a muestrear puede cerrarse con redes de bloqueo de luz de malla lo suficien-
temente pequena como para evitar la entrada o salida de los individuos de menor
tamano. El tiempo entre cada ocasién de captura puede ser lo suficientemente
breve como para considerar que la poblacion es cerrada. En cuanto al segundo
supuesto, resulta dificil valorar si la disminucién conseguida es significativa, dado
que estamos precisamente estimando el tamano de la poblacion. Algunos autores
apuntan a que debe capturarse mas del 2% de la poblacién para obtener una bue-
na estimacion (Krebs 1998). En cuanto a los dos ultimos supuestos, dependen en
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gran medida de la eficiencia de la técnica utilizada, de las caracteristicas ambien-
tales y del tamano de los individuos que forman la poblacion. La pesca eléctrica,
por ejemplo, es muy eficiente en rios poco caudalosos y con una conductividad
media o baja. Dentro incluso del tramo, las zonas mas profundas (menos vadea-
bles) no pueden ser muestreadas con la misma facilidad que los tramos rapidos y
someros, por lo que la eficiencia de la técnica puede variar y influir en el resulta-
do final. También cabe recordar que los peces reaccionan a la pesca eléctrica en
funcion de la especie, pero también de su tamano, de manera que los individuos
de mayor biomasa suelen ser capturados con mayor eficiencia. Una forma de co-
rregir este efecto, asi como su posible error sobre la estimacion, consiste en se-
parar los individuos por clases de tallas y realizar una estimacion para cada clase.
El tamano poblacional sera el resultado de sumar el nimero estimado de indivi-
duos para el total de clases.

Procedimiento

En la técnica 37 se ha comentado como se desarrolla la pesca eléctrica. A conti-
nuacion se detalla el procedimiento a seguir para obtener una estimacion del ta-
mano poblacional a partir de pescas sucesivas con pesca eléctrica, aunque el es-
quema puede ser facilmente traducible al uso de trampas o redes.

1. Seleccionar un tramo de rio vadeable y que presente la mayor diversidad po-
sible de ambientes (pozas, rapidos, refugios, etc.). En funcién de la densidad
de peces, el tramo puede tener una longitud de entre 50 y 100 metros. Evitar
transitar por dentro del tramo para no provocar la huida de los peces.

2. Cerrar el tramo con el uso de redes de bloqueo, cuya luz de malla evite la en-
trada o salida de los individuos de menor tamano. En ocasiones puede resul-
tar util aprovechar una barrera natural (por ejemplo, un salto de agua) como
bloqueo, siempre que realmente evite la salida de individuos.

3. Situarse en el punto inicial del tramo (aguas abajo) e iniciar la pesca. Para me-
dir el esfuerzo puede resultar ttil cronometrar el tiempo de pesca. Algunos
equipos incorporan un contador de tiempo efectivo de pesca. Mantener un rit-
mo constante de pesca y no variar las condiciones de amperaje y voltaje du-
rante todo el experimento.

4. Depositar los peces capturados en tanques de agua, separados por ocasion de
captura. Controlar la temperatura del agua de los tanques asi como la con-
centraciéon de oxigeno disuelto, con el fin de evitar la mortalidad por confi-
namiento. Es recomendable el uso de aireadores (bombas de aire), que pue-
den incluso funcionar con baterias. Otra solucion consiste en mantener los
individuos capturados en cestas instaladas directamente dentro del cauce del
rio, lo que permite la renovaciéon constante del agua. En este ultimo caso,
tener en cuenta que han de situarse fuera del radio de accién de la pesca
eléctrica.
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5. Una vez finalizada la primera ocasién de pesca, regresar al punto inicial para
continuar con la segunda captura sucesiva. Si ha aumentado la turbidez por el
transito de los pescadores, esperar un tiempo a que las condiciones sean simi-
lares a las iniciales.

6. Repetir tantas veces como sea necesario, en funcion de la densidad y la dismi-
nucién de las capturas. EI nimero minimo recomendable es de tres capturas,
siendo cuatro el ideal. En el caso de que las capturas no disminuyan con pa-
sadas sucesivas, puede ser necesario realizar hasta ocho capturas.

7. Una vez finalizado el experimento, retirar las redes de bloqueo y contar el ni-
mero de ejemplares de cada especie capturados para cada ocasion. Siempre
que sea posible, medir y pesar los individuos, separando el resultado para cada
ocasion de pesca. Devolver los peces en el mismo tramo, liberandolos en una
zona de aguas tranquilas y en presencia de refugio, con el fin de facilitar su ra-
pida recuperacion.

8. Es necesario conocer la superficie del tramo muestreado para calcular la den-
sidad de peces.

Trabajo de gabinete: estimacion del tamaro poblacional

La eleccion del método para estimar la abundancia de peces esta determinada
por el cumplimiento de los supuestos. Como ya se ha comentado, los métodos ba-
sados en la maxima verisimilitud son los mas utilizados. Se basan en estimar la dis-
tribucion de probabilidades de las capturas para cada esfuerzo de pesca como:

(P N-x;+1
A =TI fer 0 (15.1)

i=1 i

P!

Hni! (P_x:+l)!
i=1
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j28 (‘]ubz )n "'(‘11’12""1;71173-) ) (9192-"%) (15.2)

donde P: poblacion inicial, n,;: tamano de las capturas para cada muestra ¢ (total

de capturas para cada muestra u ocasion de captura), k: capturas acumuladas, o
i—1 i—1

k, = Zn/-, J: unidad de esfuerzo, F;: esfuerzo acumulado, o F; = ij, yI,=0, p:
j=1 j=1

probabilidad de un individuo de ser capturado en la ocasion ¢, y ¢ probabilidad

de un individuo de no ser capturado en la ocasién i, ¢, = e™.

Zippin (1956, 1958) y Seber (1982) hicieron una propuesta de simplificaciéon del
método, considerando un esfuerzo de pesca constante entre las distintas ocasio-
nes, y Junge y Libosvarsky (1965) formularon una solucién explicita para un to-
tal de tres ocasiones de captura:
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X =2C +C, (15.3)

Y =C, +C,+C, (15.4)
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donde P: estima del tamaiio de la poblacion, f) estima de la capturabilidad, ¢:
(1-p), V(P): varianza de P, V(p) : varianza de p, y C.: ndimero de individuos cap-
turados en la muestra x.

Si la probabilidad de captura no se mantiene constante es posible aplicar la va-
riacién de Otis et al. (1978), siempre que se hayan realizado un minimo de
cuatro capturas sucesivas. En el caso de violacion de los supuestos, el método
desarrollado por Carle y Strub (1978) es especialmente aconsejable por su ma-
yor robustez. Los métodos basados en regresion lineal practicamente ya no se
utilizan, ya que los intervalos de confianza del parametro estimado acostum-
bran a ser no validos, pero pueden llegar a ser la unica alternativa cuando no
es posible cumplir los supuestos de los métodos basados en la maxima verisi-
militud. En general, la formulacion matematica de todos estos modelos es
compleja y no es intencion de esta revision tratarlos de forma exhaustiva. Exis-
ten diversos programas informaticos que permiten obtener la solucién de ma-
nera sencilla. Entre estas aplicaciones destacan los programas MARK' y Micro-
Fish.?

! Desarrollado por White y Burnham (1999), estd disponible en http://www.phidot.org/software/mark/
? Desarrollado por Van Deventer y Platts (1989), estd disponible en http://www.microfish.org/
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Técnica 39b. Métodos absolutos: captura-marcaje y recaptura

Otra forma de estimar el tamano de la poblacion consiste en capturar y marcar
individuos, devolverlos al medio y, posteriormente, volver a repetir el muestreo

para observar qué fracciéon de individuos tienen una marca.

Los métodos de marcaje-recaptura presentan una serie de inconvenientes, como
requerir un elevado esfuerzo de muestreo (es necesario marcar y recapturar un
porcentaje muy elevado de la poblacién), una inversion econémica en marcas, y
ofrecer estimaciones de baja precision. A pesar de ello, son muy utilizados por-
que, ademas de ofrecer una estimacién de la densidad, permiten calcular la tasa
de supervivencia y obtener informaciéon individual de aspectos como la tasa de
crecimiento, desplazamientos o seleccion del habitat.

Supuestos del método
Los supuestos a los que se hacia referencia anteriormente se pueden resumir en:

1. El individuo marcado no queda afectado por la captura, manipulacién y mar-
caje, manteniendo constante su probabilidad de captura.

Las marcas son permanentes y facilmente reconocibles.

Todos los individuos tienen la misma probabilidad de ser capturados.

El proceso de marcaje no afecta a la tasa de supervivencia.

SR AERN

La poblacion debe ser cerrada.

Asi, la técnica escogida de marcaje no debe afectar al comportamiento de los indi-
viduos, y la marca debe permanecer mientras dure el experimento. En la practica,
resulta facil violar alguno de estos supuestos, lo que ha llevado a plantear distintos
disenos de marcaje-recaptura con el fin de minimizar el error en la estimacion.

Procedimiento

Un primer paso es valorar el tipo de marcas a utilizar, pues deben tener un im-
pacto minimo sobre la poblacién, ser facilmente reconocibles y tener un tiempo
de permanencia superior a la duracion del experimento. También es necesario
disenar el muestreo en cuanto al nimero de ocasiones de recaptura, en funcién
del tamano poblacional y de la proporcion de individuos marcados. Cuanto me-
nor sea esta proporcion, sera preciso realizar mayor nimero de muestreos. En ge-
neral, es necesario:

1. Capturar los peces con el método mas eficiente (en funcién del ambiente y de
las especies objeto de estudio).

2. Marcar los individuos capturados con un cédigo de grupo o con marcas indi-
viduales, en funcién del método de estimacion y de los objetivos del estudio.
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Es conveniente medir todos los individuos con el fin de obtener una estima di-
recta del crecimiento corporal entre el momento del marcaje y su posterior re-
captura. Tras la manipulacion, todos los ejemplares son devueltos al medio.

3. Transcurrido un tiempo prudencial para garantizar que los individuos captu-
rados y marcados se han mezclado de nuevo con el resto de la poblacion, se
procede a la primera recaptura, repitiendo exactamente el mismo esfuerzo de
pesca.

4. Se anota el numero de ejemplares capturados y de éstos, el nimero que pre-
senta marca.

5. Se repite la recaptura tantas ocasiones como sea posible o aconseje el método
de estimacion utilizado. En el caso de trabajar con poblaciones abiertas, se

acostumbra realizar un minimo de ocho recapturas.

Trabajo de gabinele: estimacion del tamano poblacional

Muchos son los métodos que permiten estimar la abundancia poblacional a par-
tir de la informacion del marcaje y recaptura. En general se dividen entre méto-
dos para poblaciones cerradas y métodos para poblaciones abiertas. Dentro de los
métodos para poblaciones cerradas el mas simple es el método de Petersen, que con-
siste en una Unica ocasién de marcaje y una recaptura. Los datos que se obtienen
son el ndmero de individuos capturados y marcados en el primer muestreo (m),
el nimero de individuos capturados en el segundo muestreo (¢)y el namero de
individuos capturados en el segundo muestreo que presentan una marca (indivi-
duos recapturados, r). Si se cumplen unos supuestos muy rigurosos, es posible
predecir que la proporcién de individuos recapturados respecto al total de cap-
turados en el segundo muestreo sera igual a la fraccion de individuos marcados
en la primera ocasion respecto al total de individuos de la poblacion:

rom
—=—= 15.9
T (15.9)
de manera que:
p="C (15.10)
r
siendo la desviacion tipica del parametro estimado
2
S(P)= Lﬂ’") (15.11)
)

Su diseno tan sencillo hace que sea muy dificil el cumplimiento de los supuestos
descritos anteriormente. El método de Schnabel (1938, Seber 1982) representa una

buena alternativa al ser mas robusto y mejorar la estimacién del error asociado.
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Se basa en multiples procesos de marcaje y recaptura de la misma poblacion, de
forma que en cada nueva captura se registra el nimero de individuos marcados y
se marcan los ejemplares capturados por primera vez, incrementandose paulati-
namente la proporciéon de peces marcados presentes en la poblacion. El tamano
poblacional se estima como:

}3 zt(Cth)

Y TANLEA 15.12
> R +1 ( )

donde C,: total de individuos capturados en cada momento ¢, R individuos con
marca en la muestra ¢, U individuos marcados por primera vez y liberados en
la muestra ¢, C,= R, + U,y M, corresponde al nimero de marcados antes del

=1
momento £: M, = ZU,.

i=1

siendo la varianza del parametro estimado:

Var(i)=z‘—R2 (15.13)
P)o(xom)

En el caso de poblaciones abiertas, el diseno mas frecuente es el propuesto por
Jolly (1965, 1982) y Seber (1982), que consiste en realizar distintas ocasiones de
marcaje-recaptura, identificando con una marca o cédigo distinto los ejemplares
capturados para cada ocasion. La formulacion es compleja, por lo que resulta
muy recomendable usar algin programa informatico como MARK (ya mencio-
nado en pagina 292), que ofrece una amplia recopilaciéon de métodos para el ana-
lisis de los datos obtenidos a partir del marcaje y posterior recaptura.

Técnica 39c. Métodos relativos: capturas por unidad de esfuerzo

En la mayoria de los casos, los métodos absolutos requieren una gran inversion
de tiempo o esfuerzo econémico (en material o personal). Por otra parte, no
siempre la cuestion que se esta investigando requiere una estima exacta del ta-
mano poblacional, o simplemente no es posible obtenerla. En estas circunstan-
cias puede resultar conveniente obtener una estima relativa de la abundancia de
peces, siendo el método mas habitual la obtenciéon de un indice de abundancia.

El indice de abundancia se puede definir como un parametro relacionado con la
densidad, que varia proporcionalmente con la misma. El indice de abundancia
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mas usado en ecologia de peces es el derivado de las capturas por unidad de esfuer-
zo (CPUE), que se define matemadticamente como:

€. qgN (15.14)
/
donde C: numero o biomasa de peces capturados, f: unidad de esfuerzo invertido,

g: coeficiente de capturabilidad (o probabilidad de capturar un individuo cuando
se aplica una unidad de esfuerzo), y N: tamano absoluto de la poblacién de peces.

Asi, el nimero de peces capturados cuando se aplica una unidad de esfuerzo de-
pende del total de individuos que forman la poblacion estudiada y de la proba-
bilidad de capturarlos.

Supuestos del método

Para que se cumpla la igualdad entre la proporcioén de capturas por una unidad
de esfuerzo y el tamano absoluto de la poblacién, deben cumplirse una serie de
supuestos subyacentes como son:

1. Que exista una relacion lineal entre las CPUE y la densidad absoluta, de for-
ma que las capturas sean siempre proporcionales al esfuerzo invertido.

2. Que la poblacioén se encuentre en equilibrio (es decir, tasas de mortalidad y
emigracion compensadas por las tasas de natalidad e inmigracion).

3. Que las unidades de esfuerzo operen independientemente, es decir, que una
unidad de esfuerzo (todo lo que implique el desarrollo de la pesca) no afecte
a la probabilidad de captura en las siguientes ocasiones de pesca.

4. Que el coeficiente de capturabilidad sea constante durante el periodo de estudio.

5. Que cada individuo de la poblacion tenga la misma probabilidad de ser cap-
turado.

En la practica, estos supuestos raramente se cumplen. Las poblaciones dificilmente
presentan una dindmica estacionaria, no todos los individuos se capturan con la mis-
ma facilidad (la capturabilidad suele variar entre tamanos o sexos) o bien no todos
los métodos son igualmente efectivos en todos los ambientes o épocas del ano, por
ejemplo. La capturabilidad varia debido a factores tanto extrinsecos como intrinse-
cos, disminuyendo la exactitud de las estimaciones obtenidas a partir de las CPUE.

Procedimiento

Existen muchas alternativas para obtener un indice de abundancia, y la elecciéon
depende de aspectos como el ambiente, la técnica de captura, las especies que se
pretenden capturar, etc., por lo que resulta imposible concretar un tnico proce-
dimiento. Las dos tnicas variables que deben ser controladas son el nimero de
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capturas y el esfuerzo invertido. Este tltimo puede ser medido de muchas mane-
ras, en funcién de las técnicas y métodos utilizados. Por ejemplo, las capturas se
pueden relacionar con el tiempo invertido durante una sesion de pesca eléctrica,
con la distancia de rio muestreada, con el nimero de trampas dispuestas, con la
superficie de redes instaladas, etc.

Si bien un indice de abundancia como las CPUE ofrece s6lo una estimacion rela-
tiva de la densidad, sus principales virtudes son la facilidad de obtencion y el per-
mitir la comparacion entre localidades o estaciones (por ejemplo) si las condicio-
nes metodologicas se mantienen constantes. En el diseno del muestreo la clave es
contrarrestar los efectos de la variaciéon de la capturabilidad, aunque esto es difi-
cilmente evitable. Si identificamos los factores que determinan las CPUE y estan-
darizamos el muestreo (el esfuerzo), es posible llegar a minimizar la variabilidad
de ¢. Esto se consigue, por ejemplo, pescando siempre con el mismo equipo, con
la misma intensidad, en los mismos tramos o en los mismos periodos del ano.

Técnica 40. Estado de condicion

En peces se llama condicion al estado fisiologico de los individuos segin caracteres
externos. Se trata de un indicador a corto plazo del estado de salud de los indi-
viduos de una poblacién. Tipicamente se estima comparando el peso de un indivi-
duo con el peso estandar para una longitud determinada, asumiendo que mayores
indices de condicién corresponden a un mejor estado fisiologico. La utilizacion de
los indices de condicién, aunque muy extendida debido a su simplicidad y facil
calculo, presentan algunos inconvenientes estadisticos, por lo que recientemente se
han propuesto otros métodos basados en la relacion longitud-peso de los indivi-
duos. Concretamente, Bolger y Connolly (1989) y Garcia-Berthou y Moreno-Amich
(1993) sugieren que las variaciones en la condicion estan relacionadas con la va-
riacion del parametro a (ordenada en el origen) de la relacion longitud—peso trans-
formada logaritmicamente (log longitud =log a + blog peso total) después de com-
probar la homogeneidad del parametro b (pendiente de la relacion longitud—peso
transformada logaritmicamente) de las muestras o poblaciones que se comparan.

El estado de condiciéon se considera altamente relacionado con las caracteristicas
ambientales, tales como la temperatura, la disponibilidad de alimento, el régi-
men hidrico, la competencia, la disponibilidad de oxigeno, la vegetacion de ri-
bera, etc. (Pope y Kruse 2007), de manera que se utiliza como indicador de la va-
riacion de las condiciones ambientales y de los procesos ecologicos (Vila-Gispert
et al. 2000). También, el analisis del estado de condicion se utiliza a menudo en
estudios de manipulaciéon para determinar si un tratamiento afecta al estado de
los individuos de una poblacién.

287

Pese a sus limitaciones,
las capturas por unidad
de esfuerzo son muy
utilizadas

La condicion es el
estado fisioldgico
aparente de los peces



El estado de condicion
se determina midiendo y
pesando cada pez

TECNICA 40 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

Procedimiento

Al determinar el estado de condicion en peces es aconsejable que todas las tallas
de la poblacion estén representadas en todas las muestras, para asi evitar posibles
sesgos. Una vez obtenidas las muestras, se anestesian los peces con benzocaina y
se mide in situ la longitud total o estandar (+ 1 mm) y el peso total (+ 1 g) de cada
individuo. A continuacion se liberan los individuos en el tramo del rio donde han
sido capturados.

Debido a las variaciones estacionales de la condicién como consecuencia del
crecimiento gonadal, se recomienda tomar muestras de una misma época (pre-
feriblemente al cabo de uno o dos meses de realizada la puesta), para asegurar
que todos los individuos de la poblacion de una especie determinada se en-
cuentren en la misma fase del ciclo fisiolégico, y que las variaciones en la con-
dicion sean debidas principalmente a diferencias en la ingesta de alimento, y
no a diferencias de peso gonadal. E1 muestreo para el analisis de la condicion
debe planificarse en funcién de la época de puesta de cada especie. En cuanto
a las posibles diferencias de morfologia entre machos y hembras, es aconseja-
ble realizar el analisis estadistico separadamente para cada sexo. También es
preferible aplicar los analisis estadisticos separando los individuos jévenes de
los adultos.

El analisis estadistico utilizado para comparar la condicion de distintas pobla-
ciones de peces o de una misma poblaciéon en funcién del tiempo, parte del
método propuesto por Garcia-Berthou y Moreno-Amich (1993), que se basa en
el analisis de la covarianza (ANCOVA), utilizando el peso total como variable
dependiente y la longitud como covariable. La relaciéon entre estas dos varia-
bles no es lineal, pero la transformacién logaritmica de los datos la linealiza.
La homogeneidad de los coeficientes de regresion (pendientes) de las rectas
de regresion del peso y la longitud se comprueba a partir de un diseno espe-
cial del ANCOVA, analizando la interaccién entre el factor y la covariable. Si
la interacciéon (homogeneidad de pendientes) es no significativa (p > 0,05), el
diseno estindar del ANCOVA comprueba si existen diferencias significativas
en el parametro a (interseccion de y) entre las poblaciones o grupos. El pro-
blema de la utilizacién del ANCOVA reside en el hecho de que si no hay ho-
mogeneidad de pendientes, ésta no puede aplicarse para el analisis de la con-

dicion.

A fin de determinar los posibles factores o variables ecolégicas que pueden ex-
plicar la variacion de la condicion en distintas poblaciones o de una misma po-
blacién en funcién del tiempo, se puede aplicar una regresion multiple por pa-
sos (stepwise multiple regression), que da informacién sobre cual de los factores
ecologicos explica la mayor parte de la variacion de la condicion (fig. 15.3).
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5,00+

Poblaciones

—o— Pez sol de Canada
—e— Pez sol de Susqueda

4,00+

3,00+

In peso total

2,00+

1,00+

T T T T T
3,80 4,00 4,20 4,40 4,60 4,80

In longitud estandar
Nota: Como el valor de la interseccion de y de la poblacion del embalse de Susqueda (Cataluna, al noreste de

Espana) parece mayor que el de la poblacién de Canada se puede concluir que el estado de condicién es me-
jor para la poblacion de Susqueda que para la de Canada.
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La biota de los rios: otros vertebrados

JORGE GONZALEZ ESTEBAN

16.1. Introduccion

En ecologia fluvial la variedad e intensidad de trabajos sobre invertebrados y pe-  Ademés de las

ces eclipsan los estudios sobre otros vertebrados, aunque irénicamente son estos  estrictamente fluviales,
muchas especies de
vertebrados terrestres
frecuentan los rios

ultimos los que concentran los mayores esfuerzos en cuanto a conservacion (Jef-
fries y Mills 1990). Hay numerosos vertebrados, aparte de los peces, que estan li-
gados a las aguas continentales, algunos estrictamente acuaticos, otros semiacua-
ticos. Ademas, innumerables especies terrestres frecuentan a menudo los rios,
bien sea para beber, banarse, buscar comida o refugio, pudiendo afectar a los eco-
sistemas fluviales con sus excrementos, o como en el caso del ganado mayor, al pi-
sotear las orillas modificando la vegetacién de ribera (Trimble y Mendel 1995).
En cuanto a las especies mads ligadas a los rios, anfibios, reptiles, aves y mamiferos
forman parte de las redes troficas I6ticas, a menudo ocupando nichos en la cus-
pide de las mismas, por lo que pueden tener gran influencia tanto sobre las co-
munidades como sobre el funcionamiento del ecosistema. Desafortunadamente,
el conocimiento del papel de estos grupos es escaso y se basa mayoritariamente
en trabajos descriptivos (Allan y Castillo 2007).

Los anfibios encarnan uno de los mejores ejemplos de la explotaciéon de un eco-
sistema poco maduro por formas juveniles que, en su estado adulto, se incorpo-
ran a un ecosistema mas maduro (Margalef 1983). Desde el punto de vista de la
limnologia, los urodelos (tritones y salamandras) y los anuros (ranasy sapos) son
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completamente diferentes. Las larvas de los primeros son zo6fagos muy semejan-
tes a los adultos, mientras que los renacuajos de los anuros divergen mads del adul-
to, con profundas alteraciones anatémicas como adaptacion a la vida acuatica.
Los renacuajos son micréfagos, comen sedimento, y pueden raspar el sustrato
mediante filas de dientecitos dispuestas delante y detras de la boca. A su vez, los
renacuajos son alimento de muchos depredadores. Algunas especies de salaman-
dras pueden alcanzar gran tamano y sus poblaciones alcanzan gran biomasa.
Otras especies son los principales depredadores en el curso alto de rios y arroyos.

Los vertebrados superiores (reptiles, aves y mamiferos) son animales de respira-
cion atmosférica, y su retorno a la vida acudtica es una adaptacién secundaria de-
bida, principalmente, a Ia busqueda de alimento (Margalef 1983). La historia y la
evolucion hacen que los vertebrados superiores que han vuelto al agua sean prin-
cipalmente macrofagos, aunque hay algunos vegetarianos (manati) y micréfagos
(flamencos).

Entre los reptiles hay numerosas tortugas de agua dulce omnivoras, que consu-
men invertebrados y peces (Allan y Castillo 2007). Las serpientes también cuen-
tan con representantes en los rios, y la mayor parte de los cocodrilos actuales son
de agua dulce. Serpientes y cocodrilos son depredadores de peces e invertebra-
dos; incluso los cocodrilos se alimentan fundamentalmente de invertebrados en
las primeras etapas de su vida.

Las aves constituyen un importante vehiculo de cambio entre los ecosistemas te-
rrestres y los acuaticos (Margalef 1983). Numerosos 6rdenes dependen en mayor
o menor grado del alimento producido en las aguas, o de refugios apropiados
para la cria. Utilizan el excedente de la produccion de los ecosistemas acuaticos,
de manera que se orientan preferentemente hacia sistemas fluctuantes (maris-
mas, etc.) y hacia los lagos eutréficos. Es dificil evaluar la materia organica ex-
portada a través de las aves, pero esta direcciéon de flujo no es tinica. Se recono-
cen numerosas adaptaciones en estructura de pico, patas, proteccion (hidréfuga)
del plumaje y comportamiento. Unas se alimentan en superficie y otras en pro-
fundidad, bien a base de invertebrados, bien cazando peces y anfibios. Muchas
aves acudaticas son migradoras y sus rutas incluyen la explotacion de sistemas acua-
ticos apropiados en el momento oportuno, cuando aumenta rapidamente la pro-
ductividad y hay pocos competidores. Algunas de estas aves, como los cisnes, son
importantes en la dispersion de invertebrados, algas y macroéfitos (Figuerola y
Green 2002), que de esta forma tienen un flujo genético preferencial en las prin-
cipales rutas migratorias (King et al. 2002, Klaasen y Nolet 2007).

En cuanto a los mamiferos, una gran variedad de especies forman parte de las re-
des tréficas de los rios (Allan y Castillo 2007). Desde pequenos insectivoros hasta
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osos consumen ocasional o frecuentemente invertebrados y peces. Otros, como nu-
trias y visones, son completamente acuaticos y se alimentan casi exclusivamente de
recursos acuaticos; los castores, para alimentarse de vegetacion de ribera, talan ar-
boles y construyen presas, alterando profundamente la morfologia y el funciona-
miento de los ecosistemas acuaticos (Jones et al. 1994, Wright et al. 2002). Entre
los grandes mamiferos fluviales se puede considerar a los manaties, herbivoros es-
trictos, y a algunas especies de delfines que se alimentan de invertebrados y peces.

Las diferencias en tamano, habitat y comportamiento entre distintos grupos de
vertebrados, y el hecho de que muchos de los trabajos realizados se centren ex-
clusivamente en unas pocas especies, por ejemplo, porque son objetivo de planes
de conservacion, ha producido la proliferacion de métodos de trabajo altamente
especificos, que contrastan con las técnicas mas estandarizadas que se usan para
otros grupos, como los invertebrados. Ante la imposibilidad de resumir todas las
técnicas habituales para el estudio de vertebrados fluviales, recogemos aqui siete,
que a nuestro entender reflejan el espectro de métodos que se utilizan en este
campo. Por un lado, es habitual realizar inventarios de las especies presentes en
determinados lugares. En algunos grupos, como por ejemplo las anatidas, puede
tener gran interés realizar censos y extenderlos en el tiempo, ya que eso permite
analizar las tendencias poblacionales de un grupo de especies, e inferir pautas in-
teresantes para su gestion. Ademas, a menudo una o unas pocas especies tienen
gran prioridad, como cuando son objeto de programas especificos de conserva-
cion. A titulo de ejemplo, describimos dos técnicas habituales de deteccion de es-
pecies fluviales, la busqueda de rastros y el trampeo, ilustrandolas con los ejem-
plos de dos especies prioritarias en Europa.

Todas estas técnicas deben tomarse como una pequena muestra del abanico dis-
ponible, y el lector debe tener en cuenta que son muy especificas del grupo ani-
mal y del tipo de rio, por lo que debera adaptarlas a sus necesidades particulares,
o simplemente utilizar otras técnicas diferentes. Y por supuesto, hay infinidad de
otras técnicas, desde analisis genéticos hasta estudios del comportamiento, que se
pueden aplicar en funcién de los objetivos del estudio.

Técnica 41. Captura e inventario de anfibios y reptiles

La complejidad del cauce y de las margenes dificulta los estudios detallados de los
anfibios y reptiles que habitan el ecosistema fluvial. La mayor parte de las espe-
cies son dificiles de detectar, al menos durante gran parte del ano, por lo que en
el mejor de los casos hay que combinar varias técnicas de deteccion para realizar
un inventario y éste ha de estar orientado hacia un grupo concreto formado por

especies con ciclo vital y requerimientos semejantes.

Una gran variedad de
especies de mamiferos
forman parte de las
redes troficas fluviales



La captura de anfibios a
mano es un buen método
de inventario
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Técnica 41a. Captura de anfibios a mano

Pese a ser un método poco sofisticado, la prospeccion intensiva de un tramo de
rio capturando las especies a mano o con la ayuda de una sacadera es un buen
procedimiento para determinar la presencia y abundancia relativa de algunas es-
pecies de anuros y urodelos (Resources Inventory Committee, 2000).

PROCEDIMIENTO

Para elaborar el listado de especies de un tramo (presencia/ausencia) se pueden
realizar prospecciones durante un tiempo fijado de antemano (por ejemplo, 120
minutos-persona o dos personas buscando durante 60 minutos). Este tipo de bus-
quedas permite cubrir tramos grandes y maximizar el namero total de capturas
al orientar el esfuerzo hacia los habitats mas idoneos o mas accesibles. No es re-
comendable establecer una longitud de tramo a cubrir, ya que algunas especies
se distribuyen en agregados y pueden pasar mas facilmente desapercibidas. Para
conocer la abundancia relativa se realizan prospecciones sobre un area fijada de
antemano. Comenzando en la parte inferior del tramo elegido se prospectan in-
tensivamente bandas transversales de un metro de ancho hasta completar una
longitud previamente establecida en funcion de las densidades esperadas para las
especies objetivo. La abundancia relativa se calcula como el nimero de indivi-
duos observado por area prospectada. Esta aproximaciéon no es adecuada para es-
pecies de baja densidad. Si por razones de tiempo o dinero no es factible realizar
una busqueda intensiva de este tipo, la prospeccion sobre un tiempo fijado pue-
de proporcionar una estima grosera de la abundancia relativa, expresada como el
numero de individuos por unidad de esfuerzo de busqueda.

DISENO DEL MUESTREO

Para alcanzar un buen rendimiento es necesario establecer cuales son las especies
objetivo y qué informacion se busca obtener de cada una de ellas. Hay que selec-
cionar y delimitar sobre cartografia a escala adecuada las dreas a prospectar, in-
cluyendo tnicamente las que satisfacen los requerimientos de las especies objeti-
vo. En otros casos la prospeccion esta condicionada por la necesidad de conocer
la fauna de un determinado tramo de rio, no habiendo lugar para seleccion al-
guna. En cualquier caso es conveniente contar con dos niveles de estratificacion

en los que agrupar las unidades de esfuerzo: habitat potencial y otros habitats.

A continuacién es necesario determinar qué técnica es la mas adecuada para
nuestro estudio. La de tiempo fijo es idonea en prospecciones generales de gran-
des areas, permitiendo distinguir al menos tres situaciones: buena, media y baja.
La de area fija permite identificar, ademas, relaciones entre habitat y abundancia.
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En prospecciones de presencia/ausencia, es conveniente realizar un muestreo
aleatorio en el cual todas las unidades de muestreo tengan la misma probabilidad
de ser prospectadas. Las estimas de abundancia relativa deben realizarse sobre el
area de distribucién potencial, realizando un muestreo sistematico. Es decir, ob-
teniendo al azar una primera unidad a partir de la cual se seleccionan las si-
guientes mediante algun criterio fijo repetido periédicamente (por ejemplo,
prospectando una unidad de muestreo cada X metros en un recorrido previa-
mente delimitado, Telleria 1986). Si se establece algin nivel de estratificacion hay
que prospectar el mismo nimero de unidades para cada estrato.

En los estudios de abundancia relativa es conveniente inspeccionar previamente
el area de estudio para adecuar la seleccion de las unidades de esfuerzo a las con-
diciones de accesibilidad de los distintos tramos del rio.

MATERIAL

— Mapas (1:25000, 1:10000).

— Guias de identificacion.

— Cinta métrica de 50 m.

— Sacadera, salabardo o similar.

— Marco con fondo transparente para inspeccionar el sustrato en aguas turbu-
lentas.

— Recipientes para depositar los ejemplares capturados.

— Calibre y/o regla.

— Dinamoémetro.

— Cinta de plastico para senalar los limites del area de trabajo.

TRABAJO DE CAMPO

En primer lugar es conveniente realizar un esquema del tramo a prospectar.
Senalar los limites del area de trabajo.

Comenzar la busqueda en el agua desde el punto mas bajo del tramo.
Comenzar inspeccionando visualmente el rio y la orilla (el primer metro).

AN

Levantar o voltear s6lo los objetos (rocas, piezas de madera) que no estan in-
crustados en el sustrato, para no ocasionar modificaciones importantes en las
orillas; devolverlos después a su posicion original.

6. Explorar cuidadosamente cada objeto que proporcione cobertura, recorrién-
dolo con las manos en el caso de que por su anclaje al sustrato su desplaza-
miento pudiese ocasionar danos a los microhabitats del rio.

7. En estudios de abundancia es conveniente explorar y extraer los objetos que

puedan proporcionar coberturay depositarlos en la orilla; colocarlos en su po-

sicion original al finalizar el censo.
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machos que cantan
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8. Cuando se localice un ejemplar, registrar su posicion (por ejemplo, superfi-
cie, bajo roca, profundidad, microhabitat).

9. Para prevenir recapturas depositar los individuos capturados en recipientes
protegidos, procurando minimizar el estrés y el sobrecalentamiento.

10. Dependiendo de las necesidades del estudio anotar determinadas caracteris-
ticas de los ejemplares capturados (sexo, longitud, peso, estado de desarro-
llo...). Este tiempo dedicado a la toma de datos no debe ser contabilizado en
las prospecciones durante un tiempo fijo.

11. Una vez completada la prospeccion, devolver los animales adultos a su lugar
de captura y liberar las larvas en el punto mas alto del tramo prospectado de
forma que deriven dentro del tramo.

TRATAMIENTO DE LOS DATOS

El primer resultado obtenido es el listado de especies observadas. Ademas, el pro-
cedimiento seguido permite:

1. Calcular una medida de la abundancia en términos de nimero de animales
observado por unidad de esfuerzo. Esto puede ser estimado para cada tramo,
rio, estrato o area estudiada.

2. Contrastar las caracteristicas del habitat entre las muestras en las que se ha ob-
servado la presencia de una determinada especie o grupo y las muestras don-
de no se han hallado.

3. Examinar las relaciones entre el estado de desarrollo de los anfibios y las ca-
racteristicas del habitat.

4. Contrastar la estructura y la abundancia de las poblaciones entre tramos de un
mismo rio o entre rios.

Técnica 41b. Censo de anuros mediante escuchas

En muchos anuros se pueden identificar los cantos de los machos y realizar escu-
chas estandarizadas para inventariar las especies que habitan un area dada y de-
terminar su abundancia (Heyer et al. 1994). No obstante, en habitats lineales
como los rios es dificil asignar el nimero de contactos obtenidos (machos canto-
res) a una unidad de superficie, ya sea a través de un transecto lineal desde el que
se estima la distancia hasta cada contacto o de una anchura fija a la que se asig-
nan o excluyen los animales.

La abundancia puede expresarse como nimero de machos cantores por kiléome-
tro de orilla recorrida. Para ello hay que seleccionar tramos con caracteristicas
homogéneas, en los que se mantengan las caracteristicas del habitat y las condi-
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ciones de detectabilidad, y recorrerlos manteniendo una velocidad constante
(por ejemplo, 2-3 km/h). Los recorridos seran de una o dos horas, de modo que
no cambien significativamente las condiciones ambientales, ni se incluyan mo-
mentos del dia en los que los animales muestran distinto comportamiento.

Técnica 41c. Censo de galapagos basado en observacion directa

Entre los muchos tipos de reptiles asociados a los rios, los galapagos acudticos son
un grupo de amplia distribucién que cuenta con muchas especies sujetas a in-
ventariacion y planes de seguimiento. Por ello, expondremos la técnica de ob-
servacion directa mas usual con este grupo.

La técnica mas comun es el conteo de ejemplares asignandolos a una superficie
prospectada o a una distancia recorrida por el observador (Heyer et al. 1994). En
el caso de los galapagos, la necesidad que tienen de recibir el sol facilita la realiza-
cion de este tipo de censos. Sin embargo la disponibilidad de superficies adecua-
das para que los animales tomen el sol, que sean a su vez accesibles al observador,
condiciona este tipo de censos y dificulta la comparacién de resultados entre rios.
Para realizar un censo de este tipo es necesario asumir que: 1) todos los indivi-
duos tienen la misma oportunidad de ser observados; 2) cada especie tiene la mis-
ma probabilidad de ser observada durante cada sesion de muestreo; 3) cada in-
dividuo es registrado una tunica vez durante el censo; 4) los resultados de dos

observadores censando la misma area simultineamente son idénticos.

El procedimiento es sencillo. Consiste basicamente en prospectar una superficie
conocida. En este caso, al tratarse el rio de un habitat lineal, hay que recorrer un
tramo fijado de antemano, registrando y localizando cada una de las observaciones.
En el caso de los galapagos es posible establecer dos o tres clases de tamano reco-
nocibles a simple vista. Una vez recorrido el tramo se puede expresar la abundan-
cia como el nimero de individuos observado por superficie de la lamina de agua.
Es conveniente repetir al menos una vez cada muestreo, en iguales condiciones
ambientales, para poder disponer de estimas mas precisas.

Técnica 42. Censos de aves acuaticas

Hay numerosas técnicas de conteo de aves acudticas, que aqui resumimos en dos,
una para anatidas (patos) y aves afines (somormujos, fochas, gallinetas), que a
menudo forman grupos reproductores o invernantes (Resources Inventory Com-
mittee 1999), y otra para martines pescadores y mirlos acuaticos (Resources In-
ventory Committee 1998), como ejemplo de técnica para aves solitarias.
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Técnica 42a. Censos de anatidas y aves afines desde estaciones
de observacion

En principio, lo inico que se requiere es detectar e identificar las aves desde
una posicion fija. Los tramos son seleccionados, sistematica o aleatoriamente,
en el conjunto del area a estudiar o en distintos estratos. Entre las ventajas de
estas estaciones fijas cabe senalar que: 1) una muestra de estaciones bien es-
paciada proporciona datos mds representativos que una serie de transectos
sobre un habitat bien definido, 2) un observador fijo tiene mds tiempo para
detectar e identificar especies menos conspicuas, y 3) se pueden tomar datos
de habitat al mismo tiempo y asociarlos mas facilmente con la presencia de
aves individuales. Entre los inconvenientes: 1) si incluimos las aves que se des-
plazan su densidad estara sobrestimada, 2) las aves huidizas no podran ser
contabilizadas, 3) es necesario emplear mas tiempo que en el caso de los tran-
sectos, y 4) la estructura de la vegetacion condiciona la detectabilidad de las
aves.

DISENO DEL MUESTREO

En cada darea a prospectar situar estaciones de observaciéon en uno o mdas puntos,
de modo que quede cubierta toda la superficie considerada. A la hora de trabajar
con estaciones de observacion es necesario conocer el radio efectivo de deteccion
desde la estacion, de forma que los resultados obtenidos se puedan referir a una
determinada superficie. La distancia de deteccion varia entre especies, por lo que
dicho radio puede definirse como la distancia maxima a la cual es posible reco-
nocer la especie a la que pertenecen todos los individuos que quedan dentro de
la parcela delimitada por dicha distancia. La determinacién del radio efectivo de
deteccion para el material 6ptico utilizado es un trabajo previo a los censos, que
ha de realizarse contrastando la capacidad de identificaciéon a diferentes distan-
cias conocidas. Ademas, las estaciones deben estar situadas a suficiente distancia
unas de otras como para considerar los resultados de cada estacién como inde-
pendientes.

Una vez determinados el radio de deteccion y la distancia de separacién entre
estaciones, identificar sobre el terreno los limites del area de observacién co-
rrespondiente a cada estacion (mediante visita previa o con la ayuda de carto-
grafia).

ESFUERZO DE MUESTREO

El esfuerzo de muestreo depende de la precision requerida, por lo que es im-
portante ir analizando los resultados a medida que se obtengan, para saber
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si hay que volver a censar o no. Para contar jovenes, hay que repetir el censo
cada tres dias hasta alcanzar la precision requerida. El trabajo de varios obser-
vadores alternandose en las estaciones puede ayudar a evitar o mitigar algunos
S€sgos.

MATERIAL

— Prismaticos (preferentemente, 10 x 40).

— Telescopio terrestre (preferentemente, 20-60 x 80).
— Mapas (1:25000, 1:10000).

— Guias de identificacion.

TRABAJO DE CAMPO

1. No se debe censar con lluvia, viento fuerte, niebla u otras condiciones que re-
duzcan la visibilidad.

2. En cada estacion, observar las aves mediante binoculares y telescopio.

3. Contar los efectivos de cada especie que se encuentran dentro del radio de de-
teccion previamente determinado. Los que quedan fuera se registraran tnica-
mente a efectos de conocer su presencia en el drea.

4. Para las parejas reproductoras anotar el nimero de parejas, machos solitarios
y machos agrupados.

5. En el conteo de los jovenes anotar el nimero de jévenes y su clase de edad en
las especies en las que esto sea posible.

6. Para las no reproductoras anotar el nimero total de aves de cada sexo y clase
de edad.

7. Los conteos han de realizarse lentamente para poder observar las aves que bu-
cean y salen a la superficie.

8. En cada visita se ha de contar al menos tres veces y quedarse con los valores
mas altos.

9. Por ultimo, es conveniente anotar las caracteristicas del drea prospectada, in-
cluyendo nivel del agua, extension de la vegetacion emergente y estado de los
habitats de alrededor.

TRATAMIENTO DE LOS DATOS

Los resultados permiten, en primer lugar, confeccionar el listado de especies pre-
sentes en el area prospectada. Ademads, se puede conocer la tendencia de la po-
blacién en funcién del tiempo, calculando, por ejemplo, el nimero de parejas re-
productoras de cada especie en un momento dado. Para ello puede tomarse cada
conteo diario como una réplica y obtener valores medios para cada censo. Ade-
mas, se puede comparar la densidad entre areas.
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mirlos acuaticos tienen
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Técnica 42b. Censo de martines pescadores y mirlos acuaticos

Las poblaciones de estas aves, de comportamiento territorial y estrechamente li-
gados al habitat fluvial, pueden ser censadas mediante itinerarios que discurren
siguiendo el cauce del rio (Resources Inventory Committee 1998).

Estas especies son relativamente faciles de detectar y en época de cria estan en con-
tinuo movimiento, subiendo y bajando el rio, por lo que los observadores necesi-
tan anotar la direccién y el niimero de aves que pasan junto a ellos. A menudo pue-
den ser oidos antes que vistos, circunstancia que aumenta su detectabilidad.

Hay que tener en cuenta a la hora de hacer estimas de abundancia de mirlo acua-
tico que, si bien la norma es Ia monogamia, la poligamia no es infrecuente.

Los martines pueden anidar alejados del cauce, por lo que si no estan descan-
sando o alimentandose en el rio pueden pasar desapercibidos. LLa mejor época
para detectarlos es el periodo en el que los adultos alimentan a los pollos y deben

realizar para ello gran nimero de desplazamientos.

Esta técnica permite realizar censos precisos, siendo el mejor método para de-
tectar a estas aves y estimar su abundancia relativa en pequenas areas.

DISENO DEL MUESTREO

En primer lugar es necesario seleccionar las areas de estudio sobre cartografia
de escala apropiada, utilizando la experiencia personal y/o datos existentes. La
ruta de censo debe ser planificada de modo que se maximice la eficiencia de los
desplazamientos y la cobertura de todo el habitat. Las lineas de censo son tran-
sectos que siguen el curso del rio y es conveniente que sean dibujados sobre los
mapas que se utilizaran para orientarse.

ESFUERZO DE MUESTREO

Los censos se realizan una vez por estacion reproductora. Sin embargo, si es posible
repetirlos, pueden obtenerse mejores estimas del éxito reproductor. Se recomienda
el trabajo conjunto de dos observadores, por razones de eficiencia y seguridad.

MATERIAL

— Prismaticos.
— Botas vadeadoras.
— Material de escritura resistente al agua.
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TRABAJO DE CAMPO

1. Caminar siguiendo el rio de modo que el cauce y ambas orillas sean visibles.

2. Anotar el nimero de aves observadas, asi como el sentido de su desplaza-
miento (aguas arriba o abajo), de modo que no sean contabilizadas dos ve-
ces.

3. Marcar sobre el mapa la localizacion de las aves observadas y de los nidos en-
contrados.

TRATAMIENTO DE LOS DATOS

La abundancia puede ser estimada como el nimero de aves/parejas/jévenes di-
vidido por la longitud del tramo prospectado.

OTRAS CONSIDERACIONES

Existe una variante de esta técnica que puede ser utilizada en rios que cuenten
con una densidad media o alta de mirlos acuaticos. Basicamente, consiste en re-
correr el cauce del rio ahuyentando al ave hasta el momento en que se da la vuel-
ta y cambia de sentido. A continuacion se le sigue hasta que vuelva a girar y re-
cupere el sentido de desplazamiento inicial. Se asume que los dos lugares en
donde gir6 son los limites de su territorio.

Anotar esas dos posiciones y calcular la distancia entre esos dos puntos permite
estimar la abundancia en el tramo prospectado, expresada como aves territoria-
les o parejas por kilémetro.

Técnica 43. Muestreo de mamiferos ligados al agua

Las técnicas disponibles para estudiar la riqueza y la abundancia de mamiferos se
pueden agrupar en: 1) técnicas basadas en la observacion directa, 2) técnicas ba-
sadas en rastros y senales caracteristicos, y 3) técnicas basadas en la captura de los
animales (Wilson et al. 1996).

Los rasgos generales del comportamiento de la mayor parte de las especies de ma-
miferos (nocturnasy elusivas) y la dificultad que conlleva trabajar en el medio flu-
vial hacen que podamos encontrar pocos ejemplos de censos mediante observa-
cion directa. Ademas, en las pocas ocasiones en que esto es posible, su ejecucion
es similar a la ya detallada en el caso de los galapagos (técnica 41c), por lo que
no nos detendremos en esta técnica y si en las mas utilizadas: busqueda de rastros
y trampeo.

Se obtienen datos de
ndmero de aves
por kilometro

La mayor parte de los
mamiferos son dificiles
de detectar, por lo que
sus estudios se basan
en la bisqueda de
rastros o en el trampeo



Figura 16.1:
Excremento de nutria

Las nutrias marcan su
territorio con
excrementos muy
visibles

Hay que prospectar todo
tipo de masas de agua
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Técnica 43a. Busqueda de rastros de nutria

La nutria paleartica es un carnivoro semiacuatico, nocturno y elusivo, ligado es-
trechamente al hdbitat fluvial. Es escasa y muy dificil de observar en la natura-
leza. Sin embargo, sus deyecciones son muy caracteristicas y, por tanto, faciles
de identificar (fig. 16.1). Ademas, el animal las utiliza como senales olfativas,
depositandolas con preferencia en lugares sobresalientes (piedras aisladas en
el agua, playas, troncos caidos, bases de puentes, etcétera). A efectos practicos,
se consideran como senales positivas de la presencia de la especie los excre-
mentos y las huellas muy claras. Esta técnica se basa en la biisqueda de senales
de nutria en tramos determinados de ribera (Ruiz-Olmo y Delibes 1998).

DISENO DEL MUESTREO

En primer lugar es necesario delimitar el area a cubrir (por ejemplo, una cuen-
ca), en la que planificar el muestreo con la ayuda de cartografia a escala adecua-
da. A modo de ejemplo, en los sondeos realizados en Espana la referencia utili-
zada es el mapa 1:50 000 y la distribucion del esfuerzo se realiza dividiendo el
mapa en cuatro cuadrantes y muestreando dos puntos en cada uno ellos.

Todo tipo de masa de agua (rios, embalses, lagos, costa) debe ser investigado, aun
cuando parezca improbable la presencia de la nutria. Los puntos de muestreo de-
ben estar separados por una distancia de, al menos, 5 km para poder considerar-
los independientes.
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La prospeccion de todos los puntos debe completarse en un tiempo razonable para
poder considerar que la distribucion obtenida representa la situacion de la especie
en un momento dado. Como referencia, los sondeos europeos a escala nacional
tienen una duraciéon de dos anos. Un sondeo regional no deberia exceder el ano.

MATERIAL

— Botas vadeadoras.
— Material de escritura resistente al agua.

TRABAJO DE CAMPO

Una vez seleccionada la estacion de muestreo, recorrer minuciosamente 200 m de
margen (tan s6lo una de las dos riberas en el caso de grandes rios o embalses; am-
bas cuando se trata de rios o arroyos facilmente vadeables) anotando el niimero y
la distribucion de las senales de nutria vistas. Si se encuentra alguna, el muestreo se
da por terminado al finalizar esos primeros 200 m. En caso contrario, la busqueda
se prolonga hasta los 600 m, interrumpiéndola al encontrar la primera senal o con-
siderando el muestreo negativo si, en dicho tramo, no se encuentra animal alguno.

En cada uno de los puntos de muestreo visitados, anotar la localizacién del tra-
mo, caracteristicas del habitat y nimero de senales.

El resultado es la distribucion de la nutria en el area de estudio, aunque, si bien
el hallazgo de los excrementos es prueba irrefutable de su presencia, el no en-
contrarlos no puede considerarse demostracion de su no existencia. De hecho, la
distribucion y densidad de las senales se ven afectadas por el transcurso de las es-
taciones, sexo, estado reproductivo, nivel de poblacién y caracteristicas del habi-
tat. Estos factores deben tenerse en cuenta a la hora de interpretar los resultados
del sondeo, de los que no cabe extraer consecuencias muy rotundas en lo que se
refiere a densidad de poblacién y utilizacion del habitat. No obstante, esta técni-
ca es de indudable utilidad a la hora de realizar prospecciones a gran escala y per-
mite, manteniendo los puntos de muestreo en sondeos sucesivos, evaluar las ten-
dencias poblacionales.

Técnica 43b. Trampeo del desman del Pirineo

En el caso de otras especies, a la baja abundancia y a los habitos nocturnos y elu-
sivos se une el hecho de que no dejan rastros identificables, lo cual hace que para
conocer su distribucion sea necesario el uso de técnicas que conllevan la captura
de los animales. Un buen ejemplo es el desman del Pirineo, un pequeno insecti-
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Figura 16.2:
Desman del Pirineo
(Galemys pyrenaicus)

Para capturar el desman,
se colocan dos trampas
cada 500 m lineales de
rfo, nunca en las épocas

de cria
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voro semiacudtico de apenas 70 gramos de peso, que habita en los rios de la mi-
tad norte de la peninsula Ibérica (fig. 16.2).

PROCEDIMIENTO

El desmdn es nocturno, se alimenta de macroinvertebrados benténicos y busca
activamente a sus presas recorriendo el lecho de los arroyos que habita. Esta téc-
nica aprovecha este comportamiento para capturar a los animales.

DISENO DEL MUESTREO

El desmdn es sumamente sensible a la alteracion del hdbitat, por lo que no me-
rece la pena prospectar lugares que no cuenten con las caracteristicas de su ha-
bitat 6ptimo: cursos altos permanentes de rios y arroyos, con aguas no embalsa-
das, caudal de estiaje superior a los 50 L/s, pendiente superior al 0,2% y una
buena calidad del agua (toleran tinicamente situaciones de contaminacion orga-
nica baja de origen urbano, agricola o ganadero).

Los desmanes se distribuyen a lo largo del rio ocupando tramos consecutivos de
entre 500 y 1000 m, mostrando territorialidad entre individuos del mismo sexo y
solapamiento intersexual. Por ello, una estacion de muestreo deberia contar con
dos trampas cada 500 m en un tramo de entre 3 y 5 km de longitud (entre 12y
20 trampas por estacion). Esta es la unidad de esfuerzo a distribuir por el area a
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prospectar. Como paso previo a los muestreos es preciso estudiar el terreno sobre
cartografia a escala adecuada (1:25000, 1:5000) vy visitarlo seleccionando los lu-
gares mas adecuados para colocar las trampas (hay que tener en cuenta que la re-
vision de las trampas se realiza de noche y la accesibilidad es un factor importan-

te a tener en Cuenta) .

Para el trampeo se utilizan nasas rigidas de malla metalica, sin cebar, que se dis-
ponen semisumergidas en el cauce (fig. 16.3) (Gonzalez-Esteban et al. 2003).
Mantener las trampas activas durante dos dias consecutivos, inicamente durante
la noche y visitarlas cada dos o tres horas. Trampear preferentemente con tiempo
estable, evitando lluvias abundantes que puedan provocar oscilaciones bruscas del
caudal. Del mismo modo, evitar trampear en las jornadas previas y posteriores al
plenilunio, en las que los desmanes restringen notablemente sus desplazamientos.

El desman es una especie amenazada cuya captura precisa autorizacion adminis-
trativa y técnicas que no causen dano a los animales. Los trampeos son efectivos
durante todo el ano, pero no deben realizarse en el periodo comprendido entre
abril y junio, época en la que las hembras estan criando (prenadas o lactantes).

MATERIAL

— Nasas.
— Material para la manipulacién de los animales (guantes, cubo, bolsas de plastico).
— Botas vadeadoras.
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Nasa para la captura
de desmanes



El desman se estresa
muy facilmente, por lo
que hay que tener mucho
cuidado en su
manipulacion
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— Material de escritura resistente al agua.
— Dinamoémetro.
— Linterna frontal.

TRABAJO DE CAMPO

1. Reconocer el tramo elegido para valorar la accesibilidad y seleccionar los pun-
tos donde colocar las trampas.

2. Colocar las trampas.

3. Revisar las trampas. La primera revision se realiza tres horas después de ano-
checer, y las siguientes cada dos o tres horas hasta que amanezca. Es impres-
cindible mantener este ritmo de revisiones para garantizar que los animales no
mueran de estrés.

4. Extraer los animales capturados de la nasa, depositarlos en un cubo y observar
y anotar su sexo, peso y edad.

5. Liberar los animales en el mismo lugar de captura. Es conveniente que el pro-
ceso de manipulacion no exceda de 5 minutos y la toma de datos se realice al-
ternando periodos de observacién y reposo del animal en el cubo para evitar
su muerte por estrés.

TRATAMIENTO DE LOS DATOS

El primer resultado obtenido es la distribuciéon del desman en el area estudiada.
La capturabilidad de esta técnica es alta, por lo que la ausencia de capturas pue-
de ser interpretada como ausencia de desmanes o, al menos, puede considerar-
se que el estado de conservacion de la poblacion en ese tramo es malo. Un mues-
treo negativo que cuente con varias estaciones y se repita en dos épocas distintas
del ano es garantia de que el desman ha desaparecido del area prospectada.

La alta capturabilidad y la distribucion espacial de los desmanes permite estimar
la abundancia relativa de cada tramo muestreado, expresandola como nimero de
individuos por km. A partir de los datos de cada estacion y en funcién de la pla-
nificacion del estudio se pueden realizar comparaciones entre distintas areas o
evaluar la tendencia de las poblaciones.
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CAPITULO

La vegetacion terrestre asociada al rio:
el bosque de ribera

ARTURO ELOSEGI Y JOSERRA DIEZ

17.1. Introduccién

Con la excepcion de las zonas alpinas o subpolares, situadas por encima de la li-
nea del bosque, la mayor parte de los rios del mundo relativamente bien conser-
vados tienen sus margenes cubiertas por bosque u otra vegetacion de ribera. In-
cluso en zonas generalmente desprovistas de arboles, como sabanas o desiertos,
los pocos arboles que existen crecen en las riberas de los rios, donde encuentran
condiciones adecuadas, asociadas a un mas alto nivel freatico que en los terrenos
adyacentes (fig. 17.1). En otras dreas, la vegetacién es herbdcea, pero en todo
caso con caracteristicas fenolégicas y composicién distintas de la correspondien-
te vegetacion puramente terrestre.

En sentido estricto, se llama vegetacion de ribera a las zonas cubiertas por ésta en
las margenes de los rios, donde las caracteristicas del suelo, sobre todo el nivel
freatico, estan influidas por la dinamica fluvial. Se trata, por tanto, de una vege-
tacion azonal que corresponde al ecotono entre el ecosistema terrestre y acuatico.
A menudo hay un contraste marcado entre las especies de ribera y las que crecen
en suelos zonales no relacionados hidrolégicamente con los rios: los arboles de
ribera tipicamente estan adaptados a suelos fértiles y son capaces de resistir la
inundacién, mientras que otras muchas especies no pueden sobrevivir en estas
condiciones. Por ejemplo, la vegetacion dominante en zonas de clima mediterra-

neo suelen ser arboles de poco porte, hoja perenne y crecimiento lento, aunque
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Figura 17.1:

Un rio flanqueado por
vegetacion de ribera en un
paisaje semidesértico
(Nuevo México, Estados
Unidos). Aunque el rio se
seca, la vegetacion
sobrevive gracias al agua
freatica

El bosque de ribera tiene
gran importancia en la
estructura y
funcionamiento de los
ecosistemas fluviales
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los rios de esas mismas zonas pueden estar flanqueados por grandes arboles de
hoja caduca, a menudo de las mismas especies que crecen en climas mas benignos.

En un sentido mas laxo, sin embargo, se puede llamar bosque de ribera a cualquier
formacién boscosa que crezca en las margenes de los rios o sus llanuras de inun-
dacién, aunque en zonas de fuerte pendiente, el efecto del rio sobre el bosque des-
aparece al alejarnos unos pocos metros del cauce. Como estos bosques tienen, en
cualquier caso, un efecto directo sobre la ecologia fluvial, en este capitulo los con-
sideraremos también bosques de ribera. Los bosques de ribera, ademas de ser un
componente integral de los rios, tienen gran importancia ecolégica (fig. 17.2) y
prestan numerosos servicios ecosistémicos. Por un lado, el bosque proporciona
sombra, ayudando a regular la temperatura del agua y a mantenerla bien oxigena-
da. Ademas, gran parte de las entradas de materia organica particulada al cauce
(hojas, frutos, flores, ramas; véase capitulo 10), que se cuentan entre los recursos
alimentarios mas importantes para los organismos 16ticos (véase capitulo 14), pro-
vienen directamente del bosque de ribera. Los bosques de ribera también tienen
gran incidencia sobre la forma del cauce, ya que limitan la erosion de sus marge-
nes, y la caida de troncos aumenta la complejidad estructural del cauce y favorece
tanto la retenciéon de particulas como la creaciéon de nuevos habitats (Harmon et
al. 1986, Gregory et al. 2003; véase capitulo 10). Como ejemplo de este efecto, al
desaparecer el bosque de ribera, los rios se encajan y se convierten en mas estre-
chos, con lo que disminuye la superficie utilizable por los organismos fluviales, la
conexion del cauce con la llanura de inundacion, asi como los servicios que pres-
tan los rios (Sweeney et al. 2004). Ademas, el bosque de ribera cumple un impor-
tante efecto de filtro verde, reteniendo particulas y nutrientes que llegan por esco-
rrentia o por via subsuperficial, por lo que tiene un efecto directo sobre la calidad
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Habitat

Corredor

Control crecidas

de las aguas. En las llanuras de inundacién, ademas, puede aumentar la cantidad

de agua retenida durante las crecidas y disminuir su velocidad, suavizando, aguas
abajo, los efectos de las inundaciones sobre infraestructuras o construcciones en el
territorio fluvial.

Algunos de los bosques de ribera (como la varzea amazonica) se encuentran en-
tre los ecosistemas mas diversos del mundo (Naiman y Décamps 1990). Otros
ofrecen habitats para numerosas especies que no estan estrictamente ligadas a los
rios. Ademas, los bosques de ribera conectan zonas espacialmente muy alejadas,
por lo que podrian constituir importantes corredores ecologicos para numerosos
organismos forestales (Saunders y Hobbs 1991).

Todas estas cuestiones justifican la relevancia en definir aquellas caracteristicas
del bosque de ribera que mas directamente pueden influir sobre la estructura y
el funcionamiento fluvial. Salir del cauce para adentrarse en el medio terrestre
circundante exige cambiar de escala y de métodos de trabajo; por ello, definire-
mos una serie de criterios generales que puedan ser de utilidad en la evaluacion
del estado de conservacion y funcionalidad de las zonas de ribera.

Técnica 44. Criterios para evaluar la calidad ecologica
del bosque de ribera

Las funciones y servicios antes descritos no estan garantizadas por el mero hecho
de que las riberas estén cubiertas de bosque, sino que dependen de determina-
das caracteristicas que son sensibles a las actividades humanas. Por ello, conviene
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ecoldgicas mas relevantes
del bosque de ribera



Para cada atributo que
se valora, hay que
establecer un nivel

optimo
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definir los atributos clave del bosque de ribera, y como pueden afectar distintas
actividades humanas a dichos atributos. Las caracteristicas del bosque de ribera
(composicion, estructura, funcionamiento) cambian en funcién del tipo de rio y
de la ecorregion que se considere. Por ejemplo, el bosque de ribera en rios con
fuertes migraciones laterales se mantiene en fases poco maduras, y ello limita la
variedad de sus habitats; en zonas desérticas, los arboles de ribera tienen portes
modestos, por lo que no producen tanta sombra como los de otras zonas; los bos-
ques de ribera boreales son mucho menos diversos que los tropicales, y existen
grandes diferencias geograficas en su diversidad especifica. A pesar de esta diver-
sidad de circunstancias, es posible definir cuales son los atributos mas significati-
vos, y cual es la relacion precisa entre dichos atributos y la ecologia de los rios. El
lector interesado puede encontrar informacién adicional o aplicaciéon de indices
concretos en la literatura (Garcia de Jalon et al. 2006, Munné et al. 1998, Wards
y Atwill 1983).

MATERIAL

La lista propuesta debiera ser adaptada para los objetivos concretos y el tipo de
bosque a estudiar. Se indican, a titulo orientativo, los elementos de uso mas co-

mun:

— Sistema de Informacién Geografica.

— Receptor GPS.

— Ortofotografias y fotografias aéreas, actuales y antiguas.
— Mapas cartograficos.

— Regla telescopica.

— Cinta métrica.

— Calibre forestal.

— Tabla de composicién de sedimento.

— Camara con objetivo de gran angular u ojo de pez.
— Brujula.

— Clinémetro.

— Pintura en spray.

ATRIBUTOS MAS SIGNIFICATIVOS Y RELACION CON LA ECOLOGIA FLUVIAL

Es importante establecer el 6ptimo de cada uno de los atributos del bosque de ri-
bera (cuadro 17.1), en relacién con sus funciones, o bien respecto al estado na-
tural del rio. La acciéon modificadora humana explica que en algunas areas ape-
nas queden zonas naturales que puedan servir como referencia. Sin embargo, se
puede tener una idea aproximada de como serian estos ecosistemas si se tiene en

cuenta los factores que actian sobre ellos. Por ejemplo, los bosques de ribera se
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o Cuadro 17.1:
Extension Estructura ) .
(anchura del suelo. Estructura y Relacidn entr (_9//35 f UI(CIOIIES
continuidad  Conectividad composicion. Conexiones de Iz vegetacidn de ribera y
longitudinal)  cauce-orillas Madurez laterales los principales atributos que
influyen en esas funciones
Estabilizacion de los margenes L] L] = ecoldgicas
Retencion de sedimentos u . u
Proteccion y regulacion frente
. [ ] [ ] [ ] [ ]
a avenidas
Filtro de nutrientes, pesticidas... u u u
Sombra (] ]
Fuente de materia organica u u
Habitat y corredor ecologico u u u

ven sometidos a frecuentes inundaciones, por lo que es esperable encontrar cla-
ros creados por las crecidas, y otras zonas donde se acumula gran cantidad de ar-
boles muertos. En estas circunstancias, un bosque espacialmente continuo seria
menos natural que otro espacialmente mas heterogéneo. Como estos atributos
tienen sentido a escalas muy diferentes, aqui se propone un estudio a tres escalas;
extension y continuidad del bosque a escala de paisaje, conectividad lateral a es-
cala de tramo, y estructura del bosque a escala de parcela.

EXTENSION, ANCHURA Y CONTINUIDAD LONGITUDINAL DE LA VEGETACION
DE RIBERA

La extension, anchura y continuidad longitudinal de la vegetacion de ribera son  La extension y
algunos de los atributos mas importantes de los bosques riparios. Estas caracte- continuidad del bosque
de ribera debe
determinarse a escala
de kilometros

risticas se deben determinar a escala de paisaje (varios kilometros), y su funcio-
nalidad esta directamente relacionada con la entidad de la ripisilva. La vegetacion
arborea, junto con un sotobosque denso conformado por herbaceas, matorrales
y arbustos, contribuye con su sistema radicular a estabilizar las margenes, dado
que cohesionan las particulas del suelo a mayor profundidad y disminuyen la ero-
sion producida por la corriente del agua, las particulas en suspension y la carga
de fondo. De igual modo, una vegetacion densa, ancha y bien estructurada es mas
eficiente amortiguando el flujo y atrapando nutrientes y toxicos (Peterjohn y Co-
rrell 1984, Brunet et al. 1994).

La continuidad longitudinal hace posible que la vegetacion de ribera funcione
como habitat y como corredor que conecta diversos ecosistemas. Su estructura y
anchura definen, por tanto, su calidad y capacidad de acogida (Saunders y Hobbs
1991). Asi, franjas de vegetacion riparia muy estrechas y alargadas pueden incre-
mentar el efecto de borde del ecotono y limitar el habitat y la dispersion de las es-
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pecies (Naiman y Décamps 1990). La capacidad de aportar sombra se relaciona
directamente con la continuidad y con el porte de la vegetacion de ribera. La
sombra es de vital importancia, especialmente en los cauces de cabecera, dada la
escasa profundidad de la lJamina de agua. Por tanto, unos pocos metros de vege-
taciéon con porte elevado pueden afectar de manera significativa a la temperatu-
ra del agua (Johnson y Jones 2000). A su vez, la evapotranspiracion de la vegeta-
cion de ribera (arboles, arbustos y plantas) contribuye a disminuir la temperatura
y, junto a la lamina de agua, crear un ambiente con un microclima diferenciado
(Nagler et al. 2005).

Para determinar la extension, anchura y continuidad de la vegetacion de ribera
lo mas adecuado es trabajar con un Sistema de Informacién Geografica (SIG) so-
bre ortofotografias y fotografias aéreas, aunque en caso de no disponer de éstas, se
puede cartografiar facilmente mediante trabajo de campo y con ayuda de un GPS.
De esta manera es posible determinar el territorio fluvial y la extensién actual lon-
gitudinal y transversal del bosque ripario. En caso de disponer de fotos aéreas
antiguas, o de cartografia antigua de detalle, la diferencia entre ésta y la actual
informa de como se han transformado las margenes, lo que permite extraer in-
dicaciones ttiles para la ecologia fluvial y para la gestiéon de los rios, como, por
ejemplo, un manejo acertado del riesgo de inundabilidad. Por su parte, la som-
bra (o en su lugar, la irradiaciéon que alcanza el cauce o las margenes) puede ser
estimada mediante la obtencion de fotografias del dosel arbéreo (técnica 14).

La escala ideal de trabajo puede variar en funcién de las caracteristicas de la zona
de estudio pero, en general, no deberia ser inferior a 1:5000. La longitud de tra-
mo a estudiar es asimismo variable, pero si el estudio se centra en la conectividad
para grandes animales, al menos habria que estudiar la conectividad en tramos
fluviales de varios kilometros. El procedimiento a seguir podria ser el siguiente:

1. Sobre las ortofotografias, o mediante trabajo de campo, delimitar las manchas
de bosque de ribera (fig. 17.3). Si es posible, distinguir el bosque natural de
las plantaciones forestales.

2. Calcular el porcentaje de las orillas cubierto de bosque.

oo

Calcular la anchura media de la vegetacion de ribera.

4. Medir la longitud (maxima, media y minima) de las manchas de bosque de ri-
bera.

5. Determinar la distancia (maxima, media y minima) entre manchas de bosque

de ribera.

Todas estas medidas pueden hacerse bien mediante un SIG, o como se describe
en la técnica 1. Para rios medianos a grandes conviene realizar estas mediciones

para cada orilla por separado.
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Nota: En el arroyo de la izquierda (Elama, Navarra, Espana), las riberas estan cubiertas de bosque continuo, que
también tiene continuidad con los bosques de los alrededores. S6lo se ha marcado un pequeno claro. En el
de la derecha (Butroe, Bizkaia, Espana), una gran parte de las margenes disponen de una estrecha hilera de
bosque de ribera, raramente conectado con los bosques adyacentes, dado que éstos han sido sustituidos por
cultivos, infraestructuras y edificaciones. En este caso, los poligonos amarillos marcan las dareas del bosque de
ribera en conexion con bosques o plantaciones arbéreas adyacentes al rio.

CONECTIVIDAD ENTRE EL CAUCE Y LAS ORILLAS

La conectividad entre las zonas de ribera y el cauce influye en muchas de las fun-
ciones antes definidas (cuadro 17.1). La conectividad es superficial pero también
subsuperficial. Los flujos subsuperficiales tienen gran importancia en la dinami-
ca de nutrientes y en su papel como filtro de materiales s6lidos y disueltos (véase
capitulo 6). La textura del suelo condiciona la capacidad de la vegetacion riparia
para ralentizar el flujo del agua durante las avenidas y secuestrar sedimentos, nu-
trientes y/o pesticidas. Sin embargo, la conectividad esta limitada por numerosas
actividades humanas (motas o diques laterales, carreteras, urbanizacion de la
zona de ribera, etc.) que causan el incremento de la velocidad del agua, y el pos-
terior arrastre de sedimentos y encajamiento del cauce. En casos extremos, la lla-
nura de inundacién deja de ser inundable excepto en crecidas extraordinarias,
descendiendo el nivel fredtico, y cambiando en consecuencia el tipo de bosque.

La determinacion precisa de la conectividad entre el cauce y las orillas es bastan-
te complicada, especialmente en el caso de los flujos subsuperficiales, pero se
puede obtener una idea aproximada sobre la base de inspecciones oculares. La
escala 6ptima de trabajo es la de tramo, de alrededor de 1 km. El procedimiento
seria el siguiente:

1. Recorrer las mdrgenes del rio con un mapa u ortofoto detallado y, a ser posi-
ble, con un GPS, anotando y tomando referencias espaciales de los siguientes
puntos (fig. 17.4):

a) Tramos en los que el rio esta excesivamente encajado, sin contacto con la lla-
nura de inundacién. Estos se identifican porque la antigua llanura de inun-
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Figura 17.3:
Ortofotografias de dos
arroyos con bosques de
ribera de caracteristicas
contrastadas

Numerosas actividades
humanas disminuyen la
conectividad lateral
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Figura 17.4:

Ejemplos de algunas
afecciones a la conectividad
lateral

Nota: a: Arroyo agricola, que por la degradacion del cauce se halla desconectado de la llanura de inundacién.
Obsérvese como colapsan las margenes. b: Arroyo rectificado y con pequenos diques laterales a ambos lados.
c: Orilla protegida por escolleras, que impiden la migracion del cauce. d: Ambas orillas protegidas por escolle-
ras, y caminos de cemento sobre la llanura de inundacion. e: Cauce constrenido por un gran dique, y obras de
refuerzo de las margenes. f: Caso extremo de arroyo con las orillas y el lecho de cemento.

dacion forma una terraza abandonada, quedando la linea de desechos deja-
dos por la ultima riada por debajo de la misma. También se puede apreciar
porque la vegetacion no tiene caracteristicas propias de zonas de ribera.

b) Tramos en los que las margenes estan protegidas por diques laterales, que
reducen la inundabilidad y, por lo general, encorsetan al rio.

c) Tramos con defensas en las margenes: escolleras, revestimientos de ce-
mento, etc. Anotar el tipo de defensa, su longitud y su altura.

d) Tramos con caminos o carreteras en la llanura de inundacién. Medir la an-
chura del camino y la distancia a la orilla.

e) Tramos en los que se aprecia compactacién del suelo (por ejemplo, por
vertido de aridos). Medir la anchura de las afecciones.

2. Determinar el porcentaje de cauces fluviales afectado por cada tipo de altera-
cion.

Esta inspeccion ocular es mas efectiva después de unas riadas ordinarias, pues es
entonces cuando mejor se ve el alcance real del rio en aguas altas.

COMPOSICION, ESTRUCTURA Y MADUREZ DE LA VEGETACION RIPARIA

La composicion especifica y la presencia de especies exoticas indica el grado de
naturalidad del bosque. Asi, un bosque en el que las especies dominantes sean
exoticas, tiene un menor nivel de naturalidad que otro autéctono. Este carac-
ter tiene gran incidencia en el funcionamiento ecolégico fluvial, ya que impli-

ca cambios en la cantidad y calidad de la hojarasca que entra en el rio, el efec-
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Nota: En el de la izquierda se aprecia una mayor dominancia de arboles jovenes. En el de la derecha hay un ma-
yor rango de didmetros y algunos darboles muy maduros.

to sobre la dindmica subsuperficial de nutrientes, etc. El grado de naturalidad
es, pues, un criterio general de la estructura del bosque ripario, en el que la
composicion ideal seria la esperable en ese rio en ausencia de actividades hu-

manas.

Asimismo, la madurez del bosque y su dinamica son aspectos que contribuyen
a determinar la relevancia ecolégica del bosque. Es especialmente importante
determinar si todos los arboles son coetaneos, o si, en cambio, la estructura de
edades es mas compleja. Para determinar la edad de los arboles se atiende a la
estructura de tamanos, especialmente de clases diamétricas (fig. 17.5). A me-
dida que el bosque de ribera madura, aumenta el aporte de materia organica
(hojarasca, restos de madera, etc.) y paralelamente incrementa su influencia
sobre el cauce y la biota. Los grandes troncos que caen al rio son mas impor-
tantes que los mas pequenos, ya que por su gran estabilidad, aquellos estructu-
ran fisicamente el cauce y aumentan su retentividad. Por ello, la madurez es un
aspecto clave del bosque como modelador del habitat fluvial (Gregory et al.
2003).

Tanto la composicion como la madurez de la vegetacion riparia se deben estudiar
auna escala de decenas de metros. Para ello se seleccionan parcelas de muestreo.
En estudios generales de bosques, estas parcelas suelen ser cuadrados de 1 hec-
tarea (100 x 100 m), pero para bosques de ribera a menudo es mas adecuado op-
tar por parcelas mas estrechas y alargadas, ya que estos bosques suelen estar muy
fragmentados. Cualquiera que sea la forma y tamano de la parcela, conviene se-

guir estos pasos:

1. Marcar con cuerdas los limites de la parcela.
2. Determinar el nimero de estratos de vegetaciéon que se observan (fig. 17.6).
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Figura 17.5:

Distribucion de clases
diamétricas de dos bosques
en Azpeitia (Espana)

La naturalidad y
madurez del bosque de
ribera determinan su
relevancia ecologica



Figura 17.6:

Dos bosques de ribera con
una estructura muy
diferente. A la izquierda,
selva amazonica en el rio
Beni (Bolivia). A la derecha,
plantacion de chopos en el
rio Ebro (Esparia)
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Nota: Obsérvese que en la foto de la izquierda el bosque estd compuesto por arboles de tamano muy diverso,
que al menos forman cuatro estratos (dosel, arboles medianos, arbustos y vegetacion herbdcea), mientras que
en el de la derecha todos son arboles coetaneos.

3. Medir la altura de los arboles dominantes. Para ello, hay que situarse a unos
cuantos metros de distancia de un arbol, medir la distancia, y con el clinéme-
tro medir el angulo que forma la copa respecto de la horizontal. Mediante tri-
gonometria se calcula la altura del arbol.

4. Con el calibre forestal, medir el diametro a la altura del pecho (establecido a
1,3 m del suelo) de todos los arboles de diametro mayor de 10 cm. Marcar
cada arbol con la pintura en spray (o cualquier otra marca) conforme se
mide, para evitar repeticiones. Es importante poner las marcas siempre de
forma sistematica (a la misma altura, orientandola siempre hacia el lado
opuesto al rio, etc.). En zonas donde los arboles son muy grandes se mide su
circunferencia, no su diametro. Si hay arboles con contrafuertes (tipicos en
selvas tropicales), se puede estimar visualmente el didmetro a mayor altura.
Identificar la especie de arbol.

5. Calcular el area basimétrica como indicador de la densidad de arbolado. Para
ello, se calcula la superficie del circulo que forma cada tronco a 1,3 m del sue-
lo, se suma la superficie de todos los troncos, y se divide por la superficie total
de la parcela (unidades, m®/ha).

6. Medir la abundancia de plantulas de arboles. Para ello, seleccionar al azar tres
parcelas de 100 m? y en cada una de ellas identificar la especie de todas las
plantulas y medir su diametro en la base y a 50 cm de altura.

7. Medir la cantidad de madera muerta, distinguiendo los drboles muertos en pie
de aquellos que forman parte de la madera caida. Para los arboles muertos en
pie, se mide su diametro a la altura del pecho, y se estima su altura. Para los
arboles caidos se miden los diametros de los dos extremos y la longitud de to-
dos los troncos mayores de 10 cm de didmetro y de 1 m de longitud. Calcular
el volumen suponiendo que los troncos tienen forma de troncocono.

8. Visualmente, estimar la frecuencia de arboles con oquedades.

9. En algunos tipos de bosque, puede ser interesante medir la abundancia de for-
mas especiales de plantas: epifitos, lianas, etc.
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OTRAS CONSIDERACIONES

La vegetacion de ribera suele tener una fenologia muy marcada, por lo que con-
viene estudiarla en la época mas favorable. En zonas de vegetacion caducifolia lo
mas adecuado es el final de la primavera, aunque si interesa la vegetacion herba-
cea puede haber épocas mas interesantes.
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CAPITULO

Flujo de energia en el ecosistema fluvial.
Produccion primaria y produccion secundaria

ISABEL. MUNOZ, ALBERTO RODRIGUES-CAPITULO, ANTONIO CAMACHO,
JOSE MANUEL GONZALEZ, ANNA M. ROMANI Y SERGI SABATER

18.1. Introduccion

Una aproximacion energética de los procesos en un ecosistema consiste en estu-
diar el flujo de energia desde los compartimentos fotosintetizadores autotroficos
hasta su disipacion dltima a través de la respiraciéon heterotrofica. Los producto-
res primarios generan materia organica a partir de compuestos inorganicos gra-
cias a la energia del Sol. En los rios abundan los biofilms, o comunidades de mi-
crooganismos adheridos a los sustratos solidos (piedras, macrofitos, restos de
hojas o madera), y que estan constituidas tanto por autétrofos (algas y cianobac-
terias) como heterétrofos, embebidos en una matriz de polisacaridos producida
por los propios organismos (Lock 1983). En estos biofilms, la parte autotréfica,
comunmente fotosintética, fija el carbono, que es aprovechado tanto por los he-
terétrofos del biofilm como por los animales de mayor tamano que se alimentan
de éste. Para estudiar la dinamica del carbono en los sistemas fluviales es esencial
determinar las tasas de incorporacion autotréfica de carbono por parte de estos
biofilms.

La incorporacién de is6topos radiactivos (especialmente ''C) se ha utilizado am-
pliamente para medir la produccion del fitoplancton en sistemas marinos y leni-
ticos. Sin embargo, su uso ha sido menos frecuente en comunidades benténicas
fluviales. Esta técnica se debe utilizar en sistemas cerrados y con las debidas pre-

cauciones.




Las técnicas con
isdtopos radiactivos o
estables permiten
analizar con detalle el
flujo de energia en el
ecosistema
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El uso, en ecologia, de los is6topos estables (no radiactivos) del carbono (*C) y
nitrégeno ("°N) se ha incrementando considerablemente en los tltimos anos (Fry
2006), y pueden ser especialmente ttiles para seguir las transferencias desde los
compuestos inorganicos hacia las plantas y el material detritico, y mas tarde has-
ta los herbivoros y consumidores secundarios (véase también capitulo 19). El en-
riquecimiento de las muestras con estos is6topos estables permite determinar las
tasas de incorporacion por parte de los organismos que se incuban con ellos. Es
una técnica que también se desarrolla en sistemas cerrados para controlar el ba-
lance entre el enriquecimiento y la fijacion.

Completar el balance del carbono con la produccion secundaria de los inverte-
brados permite conocer los niveles y limitaciones de la produccion en el sistema
fluvial y es un valor anadido en la ecologia fluvial. El calculo de la produccion se-
cundaria incluye densidad, biomasa, crecimiento, reproduccion, supervivencia, y
tiempo de desarrollo. Estos valores se pueden relacionar con aspectos bioenergé-
ticos, con factores fisicos o biologicos que controlan la produccién (Huryn y Wa-
llace 2000) o con aspectos mas aplicados como los cambios en el uso del suelo o
manipulaciones en el ecosistema (Sallenave y Day 1991, Peterson et al. 1993).

Este capitulo muestra alguna de las técnicas mas recomendables para el estudio
del flujo de la materia y la energia en los ecosistemas fluviales. Las tres primeras
técnicas analizan la incorporaciéon de compuestos inorganicos (Cy N) por los pro-
ductores primarios a partir de la adicién de is6topos radiactivos (técnica 45a) o is6-
topos estables (técnicas 45b y 46). También se detallan dos métodos para el calcu-
lo de la produccion secundaria en invertebrados: el del crecimiento instantaneo,
que calcula un crecimiento diario (técnica 47a) y el de la frecuencia de tamanos
(técnica 47b), que asume que la distribucién de las frecuencias medias de tamano
se aproxima a una curva de mortalidad para una cohorte promedio.

Técnica 45. Determinacion de las tasas de fijacion autotrofica
de carbono en biofilms

Técnica 45a. Técnica de incorporacion de carbono con “C

Este es un método especialmente adecuado para sistemas oligotroéficos, en los que
la produccién primaria es baja. En este aspecto, la técnica de incorporacién de car-
bonato acido (bicarbonato) marcado es mas sensible que la técnica del oxigeno
(véase capitulo 20). Sin embargo, tiene aspectos que deben considerarse. Uno de
ellos, nada menor, es que se basa en la utilizacion de is6topos radiactivos y, por tan-
to, genera residuos que requieren tratamiento especial. Al tratarse de una técnica
muy contaminante deben tenerse las instalaciones adecuadas y el personal debe es-
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tar debidamente formado (ambos aspectos sujetos a reglamentaciones especificas).
Ademas, los residuos deben ser tratados de manera adecuada a su persistencia. El
segundo aspecto es que esta medida proporciona una estima intermedia entre la
produccion neta y la produccion bruta, y ello depende en gran medida del tiempo
de incubacion que se use. En tiempos de incubacion largos pueden ser relevantes
las pérdidas de e incorporado por respiracion, por excreciéon o por exudacion de
materia organica. La técnica que mostramos a continuacion estd adaptada para es-
timar la produccion primaria tanto en sustratos naturales como artificiales.

La estima de la incorporacién del NaH"CO, en biofilms se puede realizar sobre
sustratos naturales (piedras, sedimentos, arenas) o artificiales (cristales, cerami-
cos u otros similares). Si los sustratos son pequenos se incuban en viales de cen-
telleo, si son mayores, en cristalizadores. Es importante mantener los sustratos en
corriente y la temperatura controlada. En las incubaciones de viales esto se con-
sigue mediante un tanque de incubacién con agitacion; en las incubaciones en
cristalizador recirculando el agua con bombas de acuario. Como minimo deben
utilizarse siete réplicas: cuatro para determinar la incorporacién de "C a la luz,
dos para la incorporacién en oscuridad, y uno para medir el quenching, o incor-
poracion no biética de radiactividad.

MATERIAL

Todo el material que se use para la manipulacion y estima de la incorporacion de
carbonato acido radiactivo debe ser adecuadamente marcado, y no debe inter-
cambiarse para otros usos distintos a éste. Se desaconseja manipular los materia-
les radiactivos en el campo. El "Ces un is6topo de baja intensidad pero de alta
persistencia, por lo que su presencia contaminante puede invalidar posibles me-
didas futuras en el ecosistema. Las incubaciones se pueden llevar a cabo en viales
de centelleo en el caso de sustratos pequenos, o en cristalizadores si se usan sus-

tratos mayores.

Material comun:

— Nevera portatil.

— Botes de plastico para recoger agua del rio para analisis quimico (alcalinidad,
nutrientes).

— Luz halégena o fluorescente (véase texto).

— Papel de aluminio.

— Solucién de formaldehido al 40%.

— Pinzas de metal para extraer los sustratos de su incubador.

— Solucién stock de NaH'"CO, (unos 10 pCi por incubacion).

— Bano de ultrasonidos.

— Pipetas automaticas (Unicas para estas medidas).

La técnica del “C da
buenos resultados
incluso en rios con muy
baja productividad, pero
solo puede ser utilizada
por personal cualificado
y tiene riesgos
ambientales importantes

Todo el material que
entre en contacto con el
1C debe estar marcado
y usarse solamente para
estas medidas



Se afiade “C a cada una
de las muestras y se
incuba de una a dos

horas a la luz,
en oscuridad, y en
condiciones de control
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— Material de seguridad: guantes de latex o polivinilo desechables, bata de la-
boratorio (especifica), gafas de laboratorio.

— Medidor de luz fotosintéticamente activa en el campo y en el laboratorio.

— Agua destilada.

— Campana de gases (especifica para técnicas que usen radiactividad).

— HCI1N.

— Liquido de centelleo (c6ctel Biogreen) con dispensador.

— Medidor de centelleo.

— Recipiente de vidrio para almacenar residuos liquidos radiactivos. Este reci-
piente debe estar claramente marcado y dispuesto en lugar especifico, sepa-
rado del resto de los materiales en el laboratorio.

Material si se van a realizar las incubaciones en cristalizador:

— Contenedores de plastico opacos con tapa, de 1 L de capacidad para trans-
portar los sustratos al laboratorio.

— Cristalizadores (1-2 L. capacidad), uno para cada sustrato.

— Bombas de acuario sumergibles, que permitan la recirculacion en el cristali-
zador, una para cada sustrato.

— Contenedores de plastico (uno por sustrato) de 250 mL capacidad.

Material si se van a realizar las incubaciones en viales:
— Tanque de incubacién con agitacion (para asegurar la temperatura del agua
y la homogeneizacion constante durante la incubacion).

— Viales de centelleo de 20 mL (de cristal y con topes de aluminio).
PROCEDIMIENTO

Como se ha descrito, se deben utilizar siete réplicas en la estima. Cuatro se desti-

nan a determinar la incorporacion de ""C ala luz (C,,), dos para la incorporacién

luz

en oscuridad (C, ), y uno para medir el quenching, o incorporacién no biética de

o0sc

radioactividad (C
un vial (muestra de pequeno tamano) o bien cristalizador (muestra de gran ta-

..)- Cada una de las réplicas consiste en un sustrato colocado en
mano), que esta lleno con agua del rio filtrada por 0,2 um de poro. Las muestras
se guardan en la nevera.

La incorporacién de carbono en la oscuridad (C,) se efectia con muestras cu-

biertas con papel de aluminio. Para la determinacién del quenching (C,,), hay que

cont-

anadir unas gotas de formaldehido al 40% a la muestra y esperar unos 30 minutos
a fin de asegurar la mortandad de todos los organismos presentes en la muestra.

Para la medida de C,, unos 15 minutos antes de empezar la incubacion, sacar los
viales de la neveray ponerlos bajo la luz a la que se desarrollara la incubacién (con-
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diciones de saturacion: 100-150 pE m™ s™ si son comunidades adaptadas a la som-
bra, 400 pE m™s™ en comunidades adaptadas a la luz) para que se adapten a la luz
y activen el sistema fotosintético antes de la adicion de materiales radiactivos. En
todos los casos, bajo la campana de gases se inyecta 1 pCi de NaH"CO, a cada vial
o cristalizador que contenga el sustrato. Ademas se repite esta operacion en un
vial o cristalizador adicional (sin sustrato biético ni abiético) para controlar las
desintegraciones por minuto (DPM) iniciales que es necesario obtener posterior-
mente. Es recomendable comprobar que las DPM iniciales (DPM, ) se corres-
ponden a la concentracién de NaH"CO, supuestamente anadida. Estas DPM ini-
ciales pueden ser calculadas aplicando la transformacién 2,22 10° DPM por pCi.
A'la solucion inicial se le anaden 0,1 mL de fenilalanina a fin de fijar el carbono

inorganico.

Incubar los viales o cristalizadores durante una a dos horas a temperatura con-
trolada. Seguidamente, sacar los sustratos de los viales o cristalizadores (bajo la
campana) y limpiarlos con agua destilada. Introducir los sustratos en un nuevo
vial; en el caso de sustratos mas grandes que un vial, introducir s6lo una porcion,
extraida por raspado (como en la técnica 28). Anadir 5 mL de agua destilada a
cada vial y sonicar durante 4 minutos para asegurarse que el material quede en
suspension. Anadir 15 mL de liquido de centelleo, colocar los viales en el conta-
dor de centelleo, y medir la radiactividad de cada muestra de 3 a 5 minutos. Es
importante mantener los viales limpios de huellas digitales, que podrian interfe-
rir en la lectura del contador.

Si es necesario efectuar incubaciones largas porque la actividad del biofilm es
baja, una parte del material marcado radiactivamente puede ser excretado, lo
que afecta a las estimas. En este caso conviene determinar la cantidad de carbo-
no organico radiactivo excretado. Para ello, se anaden 100 pL. de HCI1 0,6 N al fi-
nal de la incubacion y se dejan evaporar (bajo campana de gases trabajando en
continuo) durante dos dias para eliminar todo el "*C no incorporado. Esta estima
debera sustraerse de la lectura final.

CALCULO

A fin de poder expresar las desintegraciones por minuto como produccién pri-
maria es necesario conocer la concentracion de carbono inorganico en el agua
del rio (técnica 9), ya que el calculo de la incorporacién de carbonato acido mar-
cado estd basado en la relacion siguiente:
. 14 -
Ci Ci

L _ 4 18.1
cd "“cd (18.1)

donde Ci: carbono incorporado, y Cd: carbono disponible.
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Para calcular la incorporaciéon de carbono se utiliza la siguiente expresion:

oo 1,06(DPM,, - DPM, ) (V;- CID)
e DPM,-S-T

(18.2)

donde Ci: carbono incorporado (ug C cm™h™), 1,06: factor de correccién en ra-
zo6n de la preferencia de las algas por el carbono inorganico no marcado frente
al radiactivo, DPM, : desintegraciones por minuto de la muestra, DPM : desinte-
graciones por minuto en el control (quenching), DPM.: desintegraciones por mi-
nuto iniciales, V;: volumen de agua en la incubacién (L), viales o cristalizadores,
CID: concentracion de carbono inorganico disuelto en el rio (ug L), S: superfi-
cie de biofilm en la muestra (cm®), y 7" tiempo de incubacién (h).

A estas estimas se deben restar las correspondientes a la oscuridad para obtener
la produccion primaria por incorporacion de carbono marcado. Asi:

C (18.3)

luz osc

Produccion primaria = C

La actividad final se expresa como pg C cm™h™ o como pg C mg Chl a'h™, para
lo que hay que medir también la clorofila de forma independiente. Existe un mé-
todo que mide simultineamente la incorporacion de carbono marcado y la clo-
rofila (Palumbo et al. 1986), aunque requiere precaucion adicional.

Técnica 45b. Técnica de enriquecimiento con °C

Los is6topos estables del carbono y el nitrégeno pueden ser utilizados como traza-
dores de las redes troficas sin necesidad de enriquecer las muestras. Ademas, incu-
bando las muestras con is6topos pesados de Cy N se pueden determinar las tasas de
incorporacion por parte de los organismos, como alternativa a las técnicas que uti-
lizan is6topos radiactivos (Camacho et al. 2005). Puesto que en los biofilms suele acu-
mularse una gran cantidad de biomasa activa, es posible utilizar técnicas como la pre-
sentada aqui para medir la asimilacion autotrofica de carbono o nitrégeno por parte
de dichas comunidades.

Estas técnicas, aunque tienen unos limites de deteccion algo superiores a los de los
métodos que utilizan is6topos radiactivos, no generan contaminantes peligrosos ni
suponen riesgos en su realizacion, mientras que su rango de deteccion se ajusta per-
fectamente a las tasas que se registran en dichos biofilms.

Asi, si se emplea NaH"CO, para la incubacién, se pueden determinar las tasas

de incorporacién autotréfica de carbono inorganico, mientras que la utilizacion
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de compuestos inorgdnicos con "N permite determinar las tasas de incorpora-
cion de nitréogeno. Buena parte del protocolo y material son comunes a ambas
técnicas. En este apartado se explica de forma detallada como determinar las tasas
de incorporacion autotréfica de carbono, y en el siguiente (técnica 46) las varia-
ciones que hay que introducir para determinar las tasas de incorporacién de com-
puestos de nitrégeno inorganicos.

MATERIAL

— Nevera portatil.

— Nevera de laboratorio.

— Congelador.

— Acumuladores de frio.

— Espatula.

— Cepillo dental.

— Frasco lavador.

— Embudo.

— Bote colector.

— Botellas para recoger agua del rio para analisis quimico (alcalinidad, com-
puestos inorganicos de nitrégeno...).

— pH-metro.

— Termometro.

— Regla corta o cinta métrica para medir superficies.

— Bolsas Whirlpak (fig. 18.1e).

— Regla larga para incubar las bolsas Whirlpak (fig. 18.1f).

— Gomas elasticas para enganchar las bolsas a la regla.

— Cinta aislante.

— Balanza de precision (0,01 g) a pilas.

— Papel de aluminio.

— Solucién stock de NaH"”CO,; se prepara de forma que se anadan unos 0,2 mL
por bolsa, asi el carbono inorganico anadido represente aproximadamente el
10% del total presente en la muestra.

— Medidor de irradiancia, a ser posible con datalogger.

— Gradilla para depositar las bolsas Whirlpak.

— Placas de Petri.

— Agua destilada.

— Formol comercial (37-40%).

— HCI1N.

— NaOH 1 N.

— Papel absorbente.

— Tubos Eppendorf de 2 mL.

— Micromortero.
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Figura 18.1:

llustracion de algunos pasos
de la preparacidn de
incubaciones y procesado
de muestras
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Nota: a: Piedras con biofilms, b: Biofilms compactos. c: Recogida del raspado del biofilm epilitico. d: Prepara-
cion de la suspensién de microalgas del biofilm para dispensar en las bolsas Whirlpak. e: Adicién a las bolsas
de la suspension de microalgas del biofilm. f: Incubacién de muestras de biofilms compactos, uniendo las bol-
sas con una goma eldstica a una regla transparente. g: Lavado de biofilm compacto h: Filtrado de la suspen-
sion de microalgas tras la incubacion.

— Malla de nailon de 0,5 mm de poro.

— Equipo de filtracién para filtros de 25 mm de diametro.

— Bomba de vacio.

— Pinzas.

— Filtros de fibra de vidrio Whatman GF/F, de 25 mm de diametro.

— Estufa de aire forzado.

— Espectrometro de masas acoplado en flujo continuo a un analizador elemen-
tal CHNS.

PROCEDIMIENTO

1. Sise trata de un biofilm epilitico o epifitico no compacto (figs. 18.1ay 18.2b),
raspar una superficie determinada (por ejemplo, 25 cm®) con un cepillo de
dientes (fig. 18.1c) o una espatula. Anotar la superficie raspada para referir
la actividad de incorporaciéon de carbono a superficie de biofilm. Diluir el
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material raspado en 10 mL de agua del rio (fig. 18.1d) previamente filtrada
a través de un filtro de fibra de vidrio Whatman GF/F. Colocar 10 mL de la
suspension en una bolsa Whirlpak de 60 mL de capacidad (muestra para in-
cubar) (fig. 18.1e). Preparar las bolsas por triplicado: una bolsa se deja des-
cubierta a la luz, otra se tapa con papel aluminio para determinar la fijaciéon
oscura (si la hubiera) y a la tercera se le anade formol (2% concentracién fi-
nal, anadiendo 0,5 mL de formol comercial de concentracién 37-40%) antes
de la incubacion para medir la precipitacion pasiva, y se tapa igualmente con
papel de aluminio.

2. Si se trata de algas filamentosas (fig. 18.2c) o de un biofilm incrustante com-
pacto (figs. 18.1b, 18.2a y 18.2d), recoger tres fragmentos de aproximadamen-
te 0,3 g, pesarlos en la balanza portatil, anotar el peso exacto y a ser posible su
superficie, colocarlos en una bolsa Whirlpak de 60 mL de capacidad y anadir
un volumen de 10 mL de agua del rio filtrada (Whatman GF/F).

3. En ambos casos, tomar tres réplicas adicionales, colocarlas sin incubar sobre
papel absorbente dentro de una bolsa Whirlpak, y congelar lo antes posible a
-20 °C. Estas réplicas servirdn para determinar la abundancia natural de “C
en la muestra previa a la incubacién. De esa manera, mediante la diferencia
entre las muestras incubadas con is6topo pesado y las no incubadas, se esti-
man las tasas de fijacion autotréfica de carbono. Con estas muestras de abun-
dancia natural se debe proceder segiin lo senalado a partir del punto 12 de
este protocolo.

4. Tomar una muestra adicional para determinar la concentracién de clorofila
(técnica 32) por unidad de superficie (biofilms epiliticos o epifiticos, mues-
treando una superficie conocida) o por unidad de peso (algas filamentosas o
biofilm incrustante compacto, extrayendo los pigmentos de un peso conoci-
do). De forma alternativa, puede determinarse microscopicamente el biovolu-
men (y la biomasa con las transformaciones adecuadas) de organismos foto-
sintéticos. Con cualquiera de estas dos medidas se pueden referir las tasas de
fijacién por unidad de biomasa fotosintética (estimada por clorofila, biovolu-
men o biomasa) calculando la relacién entre superficie o peso, y clorofila (o
biovolumen, o biomasa determinados microscopicamente) en la muestra.

5. Tomar una muestra de agua del rio filtrada para determinar su alcalinidad, mi-
diendo también el pH y la temperatura in situ. Estos datos permiten calcular
el carbono inorganico disponible (*C).

6. Anadir a cada bolsa con muestra a incubar (tanto a la que se incuba en luz
como las que se incuban en oscuridad, formolizadas o no) una cantidad de
NaH"CO, que represente aproximadamente el 10% del carbono inorgdnico
presente en el agua (que se puede determinar mediante la alcalinidad, cono-
ciendo el pH y la temperatura, véase, por ejemplo, en Rodier, 1984). Se debe
preparar una solucion stock del is6topo de tal manera que la adicién a cada bol-
sa sea de unos 0,2 mL.
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Figura 18.2:

Diversos tipos de
comunidades de biofilms
fluviales. Fn la parte inferior
de cada fotografia se
muestra la imagen
macroscdpica de la
comunidad
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Nota: a: Comunidad incrustante de cianobacterias de los géneros Phormidiumy Pseudanabaena. b: Biofilm epili-
tico formado por diatomeas y cianobacterias, dominado por los géneros Denticula, Synedra, Amphora, Cocconeis
y Gomphonema, con una capa inferior formada por cianobacterias del género Pseudanabaena. c: Comunidad
compacta formada fundamentalmente por algas filamentosas del género Enteromorpha. d: Comunidad incrus-
tante de cianobacterias y diatomeas.

Fuente: Modificado a partir de Sanchez-Ferrer (2003).

7. Cerrar la bolsa evitando que queden burbujas de aire en su interior.

8. Enganchar las bolsas en una regla mediante gomas elasticas (fig. 18.1f) y de-
positar dicho soporte dentro del rio, en la zona de procedencia de las muestras
o en la de la orilla si la corriente de la zona de procedencia es alta. Atar la re-
gla o clavarla mediante una piqueta para evitar que se vuelque o sea arrastrada
por la corriente, colocando las bolsas en la parte superior de la regla.

9. Incubar (fig. 18.1f) durante aproximadamente tres horas, anotando el tiem-
po exacto de incubacion. Si es posible, medir la radiacion luminosa inciden-
te durante el periodo de incubacién. En el caso de biofilms compactos, ex-
poner siempre la parte superior de éstos hacia la luz.

10. Finalizado el tiempo de incubacién, abrir la bolsa, anadir 0,5 mL de HCI 1 N,
y dejar la bolsa abierta en una gradilla durante una noche. Con la adicién de
HCI, ademas de detenerse la actividad biolégica, todo el carbono inorganico
no fijado pasa a CO, y se libera hacia la atmosfera.

11. Anadir 0,5 mL. de NaOH 1 N para neutralizar el acido, y dejar incubar du-
rante media hora.

332



FLUJO DE ENERGIA EN EL ECOSISTEMA FLUVIAL TECNICA 45

12.

14.

15.

16.

17.

En el caso de que se trate de algas filamentosas o de un biofilm incrustante
compacto, sacar cada uno de los tres fragmentos de la bolsa con unas pinzas,
lavarlos sumergiéndolos en una placa de Petri con agua destilada (fig. 18.1g),
pesarlos y colocarlos, separados, en un papel absorbente dentro de una bol-
sa Whirlpak, y congelarla lo antes posible a —20 °C.

. En el caso de un biofilm epilitico o epifitico no compacto, filtrar el volumen

dividido en tres partes a través de filtros de fibra de vidrio GF/F (fig. 18.1h)
y guardarlos congelados a —20 °C.

Para procesar las muestras, tanto las incubadas con is6topos estables como las
de abundancia natural, hay que descongelarlas, secarlas a 105 °C durante dos
horas, y pesarlas (esto ultimo para los biofilms compactos o algas filamentosas).
En muestras de biofilms compactos, moler el biofilm y tamizarlo a través de
una malla de nailon de 0,5 mm. En muestras de biofilms rascados y recogidos
tras la incubacion en un filtro, recortar un trozo de filtro, y utilizarlo para la
determinacion.

Guardar el fragmento de filtro o la muestra molida en un tubo Eppendorf'y
determinar la abundancia de "Cy "C (se determina en las tres réplicas por
separado y, posteriormente, se calcula la media de las réplicas). La determi-
naci6én de la abundancia relativa de is6topos estables (riqueza relativa de “*C
y "*C, dada por el pardmetro §"”C en comparacién con un material estindar)
se realiza con un espectrémetro de masas acoplado en flujo continuo a un
analizador elemental CHNS que permite analizar tanto las relaciones isoto-
picas como la cantidad de carbono o nitrégeno contenido en la muestra.
Los calculos tienen en cuenta tanto la cantidad total de carbono inorganico
disuelto en el agua (CID, que se obtiene mediante la alcalinidad, pH y tem-
peratura, véase, por ejemplo, en Rodier, 1984), como la riqueza de "Cy "*C
en las muestras incubadas y no incubadas con ""C. Los cdlculos se realizan de
la siguiente manera:

Conversién de 6”°C a %"C
%" C =1,10559 +0,0010985 5"°C (18.4)

Tasa de incorporacién especifica de C inorganico:

%13Cm _ %wcb
13
100G |gue, |1
*C, +CID

donde V,: tasa de incorporacion especifica de C inorganico (h™), %"C,: con-

v, = (18.5)

centracion de “C en la muestra (%), %' C,: concentracién de "C en el blan-
co (abundancia natural), *C: cantidad de “C anadida (mg/L), CID: con-
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centraciéon de carbono inorganico disuelto en el agua (mg/L), y T: tiempo
de incubaciéon (h).

Tasa de fijacion de C inorganico:
p. = COP-V, (18.6)

donde p,: tasa de fijacion de C inorganico (mg C h™), y COP: carbono orga-
nico particulado de la muestra (mg). Se calcula como %C total en la mues-
tra por el peso seco, y dividido por 100.

Para referir las tasas a unidades de habitat o de biomasa, se puede considerar
bien la superficie muestreada o bien la biomasa de las muestras incubadas.

18. Realizar los cdlculos por separado para las muestras incubadas en luz y las incu-
badas en oscuridad. Para obtener la tasa de incorporacién de carbono median-
te cada mecanismo, se resta el valor de los tratamientos de la siguiente forma:

Fijacion fotosintética = incorporacion en luz — incorporacion en oscuridad.
Fijacion quimiolitotrofa = incorporacion en oscuridad — incorporacion en las
muestras formolizadas (retencion pasiva).

Las unidades son mg C fijado por hora, y por peso seco, o por unidad de super-
ficie, dependiendo de la referencia: unidad de biomasa (determinada microsco-
picamente) o por concentracion de clorofila.

Técnica 46. Determinacion de las tasas de incorporacion
de nitréogeno inorganico en biofilms mediante
enriquecimiento con N

Esta técnica comparte la mayor parte del protocolo y el material con la técnica
45b, por lo que sélo se especifican las modificaciones correspondientes. Median-
te su aplicacion pueden determinarse las tasas de incorporaciéon de nitrato y
amonio por parte de los biofilms fluviales.

MATERIAL

El material a utilizar es el mismo de la técnica 45b, excepto, en los siguientes puntos:

— Se utiliza un compuesto distinto para el enriquecimiento isotépico. En lugar
de utilizar NaH"CO,, si se desea medir las tasas de incorporacion de amonio
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se anade (IBNH,1)QSO4, mientras que si se quieren medir las tasas de incorpora-
ci6n de nitrato se utiliza K°NO,. También se prepara una solucion stock ana-
diendo unos 0,2 mL del stock por bolsa, de manera que el nitrégeno inorganico
anadido represente aproximadamente el 10% del total presente en la muestra.

— No son necesarios el pH-metro, el termoémetro, el HCI, el NaOH, ni el medi-
dor de irradiancia.

PROCEDIMIENTO
El protocolo a seguir es el mismo, excepto en los siguientes puntos:

— Punto 3. En este caso, las muestras no incubadas se utilizan para determinar
la abundancia natural de N en la muestra.

— Punto 5. En lugar de tomar muestras para determinar la alcalinidad, hay que
tomar muestras para determinar compuestos inorganicos de nitrégeno (ni-
trato + nitrito + amonio) en el agua del rio que se utiliza para la incubacion.

— Punto 6. En lugar de utilizar NaH"CO,, se afiade ("NH,) SO, para medir la in-
corporacion de amonio, o K”NO, para medir la incorporacién de nitrato. Si
se van a medir ambas, las incubaciones deben realizarse en bolsas separadas
para cada compuesto, ya que ambos estin marcados con N y la incorpora-
cion seria indistinguible si se anadieran ambos compuestos conjuntamente.

— Puntos 10 al 13. En el caso de las muestras de biofilms rascados que se incu-
ban en una suspension, la incubacion se detiene anadiendo formol a una con-
centracion final del 2%, por lo que no se anade ni HCI ni NaOH, lavandose
el filtro, una vez filtrada la muestra, con agua destilada. En cambio, en las
muestras de biofilms compactos, la incubacién se detiene lavando el biofilm
al final de la incubacién (inmediatamente) con agua destilada (tres veces), y
congelandolo inmediatamente.

— Punto 16. Aqui es aplicable lo mismo, pero correspondiente al N.

— Punto 17. Célculos. Es necesario conocer las concentraciones de nitrogeno inor-
ganico disuelto (NID; técnica 11). De la medida en el espectrémetro de masas
se obtiene la relacién de abundancia entre "Ny "N en la muestra, expresada
mediante el parametro 5PN, que compara la proporcion de ambos is6topos
en la muestra con la proporciéon en un material estandar.

Los calculos se realizan de la siguiente manera:
Conversién de §°N a %'"°N:

%" N = 0,366295 +0,000363009 6'°N (18.7)

Tasa de incorporacion especifica de N:

La técnica de
enriquecimiento con N
es muy similar a la de
incorporacion de “C
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%15Nm _ %15N1,
15
°N
100 ——=— |-%"N, |T
"N, +NID

donde V,: tasa de incorporacion especifica de N inorganico (h™), %"N,: con-

v, = (18.8)

centracién de N en la muestra (%), %" N, concentracién de "N en el blanco (abun-
dancia natural), *N,: cantidad de "Nanadida (mg/L), NID: concentracién de ni-
trégeno inorganico disuelto en el agua (amonio o nitrato, segin corresponda a
las incubaciones para medir la incorporacién de uno u otro compuesto, mg/L),
y T: tiempo de incubacién (h).

Tasa de incorporacion de N:
py = NOP-Vy (18.9)

donde p,; tasa de fijacién de N inorganico (mg N h™), y NOP: nitrégeno or-
ganico particulado de la muestra (mg). Se calcula como % N total en la mues-
tra por el peso seco dividido por 100) Para referir las tasas a unidades de ha-
bitat o de biomasa, se puede considerar la superficie muestreada o la biomasa
de las muestras incubadas.

El resto del protocolo es similar al especificado para la técnica 45b.

Técnica 47. Determinacion de la produccion secundaria
Técnica 47a. Calculo por el método del crecimiento instantaneo

Este método calcula la produccién de una poblacién a partir de su biomasa y de la
tasa de crecimiento de los individuos que la componen (Ricker 1946, Allen 1949).
Para utilizarlo, se necesita determinar el ciclo de vida de la poblacién estudiada y
los cambios con el tiempo de su biomasa y masa individual media. Obtener esta in-
formacion requiere realizar un muestreo cuantitativo que abarque todo el periodo
de desarrollo de los organismos, utilizando los procedimientos explicados en la téc-
nica 34. Aumentar la frecuencia de muestreos y el nimero de réplicas de bentos to-
madas aumenta la fiabilidad de las estimas de produccién (Morin et al. 1987).

MATERIAL

— Lupa binocular con micrémetro o con sistema de analisis de imagen.
— Muestras cuantitativas tomadas durante todo el periodo de desarrollo de la
poblacién cuya produccion pretendemos calcular.
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— Balanza de precision.
— Pinzas.
— Placas de Petri.

PROCEDIMIENTO

Esta metodologia tiene dos variantes. Si se pueden diferenciar las cohortes entre
si (esto es, los grupos de organismos que nacen y se desarrollan a la vez), las tasas
de crecimiento individual se calculan directamente a partir de los datos de cam-
po. Si las cohortes que componen la poblaciéon no son diferenciables, se pueden
utilizar tasas de crecimiento obtenidas a partir de experimentos de campo o de
laboratorio. En estos casos, para que tales tasas de crecimiento sean fiables, se
debe tener en cuenta el efecto de varios factores, entre ellos la masa individual
del organismo y la temperatura del agua (Gonzdlez y Graca 2003).

DETERMINACION DEL CICLO DE VIDA

Se trata de un paso previo que permite conocer si las cohortes de la poblacién
pueden ser identificadas o no, y determinar cudles son los periodos de recluta-
miento y de transformacion a pupas o adultos. Esta tltima informacién puede evi-
tar subestimas en los calculos de produccion.

1. Para determinar el ciclo de vida se precisa conocer el tamano de todos los indi-
viduos tomados en las muestras. El tamano puede obtenerse a partir de varias
medidas corporales, pero debe elegirse la que tenga el mayor rango de variacién
posible y no cambie por efecto de la fijacion de las muestras. Las mas utilizadas
son la longitud corporal y la anchura de la capsula cefdlica (para una revision vé-
ase Johnston y Cunjak 1999). Las medidas corporales pueden obtenerse usando
un micréometro adaptado a una lupa binocular o sistemas de captura y analisis
de imagen. Conviene utilizar la maxima precision de medida posible.

2. Representar las frecuencias de los tamanos de los organismos de cada muestreo.
Si la precision de la medida permite diferenciar los estadios de desarrollo, se pue-
den mostrar las abundancias relativas de los organismos en cada estadio. Si no se
pueden diferenciar los estadios, las clases de tamano tendran rango fijo y arbi-
trario, elegido de modo que proporcione la maxima informacion y claridad.’
La figura 18.3a representa el ciclo de vida de una poblacién con una sola co-
horte. En la figura 18.3b se muestra el ciclo de vida de una poblacién cuyas
cohortes no se pueden diferenciar.

! En la pdgina http://ephemeroptera.de/inhaltsverz_engl/pinboard/pinboard.html puede descargarse
una macro Excel para construir este tipo de graficos.
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En caso de que las
cohortes no sean
diferenciables hay que
utilizar tasas de
crecimiento obtenidas
de forma experimental

Es importante que la
medida corporal
estudiada no se vea
afectada por el método
de conservacion



Figura 18.3:

Ciclo de vida del plecdptero
Siphonoperla torrentium
(Pictet) (a) y del anfipodo
Echinogammarus
tarragonensis (Pinkster) (b),
en la cabecera de un rio
del norte de Espana

Mejor que pesar los
organismos de forma
individual es medirlos y
calcular el peso en
funcion del tamafio
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Nota: La anchura de las barras representa la frecuencia relativa de animales de cada clase de tamanos, y en
cada fecha.

3. Si hay varias cohortes diferenciadas (por ejemplo, una poblacion bivoltina), los
calculos se realizan de manera independiente para cada una de ellas. La pro-
duccion anual es la suma de la producciéon de todas las cohortes observadas.

En las siguientes explicaciones se muestra el caso mas simple: una poblacién que
durante el ano s6lo presenta una cohorte (esto es, univoltina).

MEDIDA DE LA MASA INDIVIDUAL MEDIA Y DE LA BIOMASA DE LA POBLACION

El procedimiento precisa conocer en cada fecha de muestreo la biomasa de la
poblacion y el promedio de las masas individuales de los organismos que la in-
tegran.

1. La masa individual media de los organismos de la poblacién se puede medir
directamente con una balanza. Sin embargo, es una opcién laboriosa que re-
quiere secar y pesar todos los individuos capturados en cada muestreo. Lo mas
habitual es utilizar modelos de regresion que relacionan el tamano del orga-
nismo con su masa (fig. 18.4). Los modelos mas fiables se construyen utilizan-
do organismos de la poblacion estudiada y evitando usar fijadores, porque cau-
san pérdidas de masa (Johnston y Cunjak 1999).

2. La biomasa de la poblacién en cada muestreo se puede calcular como el pro-
ducto de la densidad media de organismos y su masa individual media.
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CALCULO DE LA PRODUCCION
1. Las tasas instantaneas de crecimiento (G) se obtienen mediante la férmula:

G =In(m,—m,_,) (18.10)
donde G: tasa instantanea de crecimiento, m, masa individual media de los or-
ganismos en el muestreo ¢ (g),y m,,,- masa individual media en el muestreo an-
terior (g). La formula asume que la masa de los organismos aumenta de ma-
nera exponencial.

2. La produccién entre dos muestreos consecutivos (p, en g/m°®) es el producto
de Gy el promedio de las biomasas observadas en ambos muestreos.

3. La producci6én anual (P, en g/m’aio) se calcula como la suma de las produc-
ciones observadas entre todos los muestreos realizados durante el ano:

P=3p (18.11)

CORRECCIONES FINALES

Habitualmente, la eclosion de los invertebrados acuaticos no es totalmente sin-
crénica, lo que puede provocar que durante el periodo de reclutamiento se ob-
serven valores negativos de la tasa instantanea de crecimiento y de la produccién
entre muestreos. Se trata de artefactos debidos a la incorporacion de individuos
de baja masa a la poblacion. Estos valores negativos pueden ser eliminados de los
calculos con escaso efecto sobre la estima de la produccién anual.

Durante los periodos de emergencia o, en su caso, de pupacién, también pue-
den aparecer valores negativos de crecimiento y producciéon. La razén es que
los individuos de mayor tamano tienden a ser los primeros en emerger o pu-

par (Forrest 1987), lo que provoca un descenso en la masa individual media
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Figura 18.4:

Relacion tamafio-masa de la
poblacidn de S. torrentium
de la figura 18.3a.

£l coeficiente de
determinacion de la
regresion (r’) es de 0,9

A veces se obtienen
tasas de crecimiento
instantaneo negativas,
datos que es mejor
eliminar



Cuadro 18.1:

Calculo de la produccion
secundaria deS. torrentium
utilizando el método del
crecimiento instantaneo

La macro 18.1 permite
calcular la produccion
secundaria mediante el
método del crecimiento

instantaneo
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Masa Produccion
individual Tasa Biomasa entre

Biomasa media instantanea de media muestreos
Fecha (t) (mg/m®) (m,, en mg) crecimiento (mg/m®)  (p, en mg/m’)
13/01/1993 22,286 0,334 0,375 41,903 15,716
17/02/1993 61,520 0,486 0,289 46,758 13,529
16/03/1993 31,996 0,313 0,841 34,549 29,067
20/04/1993 37,101 0,726 0,841 30,825 25,935
25/05/1993 24,549 0,650
24/06/1993 0,219 0,049 —0,896 1,003 0
20/07/1993 1,787 0,020 0,049 2,609 0,127
18/08/1993 3,430 0,021 0,389 4,706 1,833
22/09/1993 5,982 0,031 0,660 7,034 4,645
29/10/1993 8,085 0,060 0,427 12,595 5,383
24/11/1993 17,104 0,092 0,353 20,903 7,387
20/12/1993 24,701 0,131 0,936 23,494 21,989
Produccion anual (P, mg/m2 ano) 125,611

Nota: La poblacion estudiada corresponde a un tramo de cabecera de la cuenca del Agliera (norte de Espana).
Se destacan en color los valores corregidos de tasa de crecimiento instantaneo y de produccion entre muestreos.

observada en los muestreos posteriores. Introducir tales valores negativos en
la ecuacion 18.11 para calcular lIa produccion anual puede subestimar de for-
ma importante su valor real, porque la biomasa de la poblaciéon puede alcanzar
sus valores maximos durante estas fases finales del ciclo de vida (cuadro 18.1).
En estos casos, puede sustituirse el valor observado de G por el resultado de la
féormula:

At
0 =G/ 18.12
est pos Alﬁm ( )

donde G, valor estimado de la tasa instantdnea de crecimiento que sustituye al

est*®

valor negativo observado, G, ultima tasa instantanea de crecimiento positiva ob-
servada, A¢: tiempo transcurrido entre los dos muestreos consecutivos para los
que se hace haciendo la estima, y Af,,: tiempo transcurrido entre los dos mues-

treos que dieron lugar a la ultima tasa de crecimiento positiva observada.

De todos modos, hay poblaciones que, aunque presentan cohortes diferenciadas,
tienen el desarrollo tan poco sincrénico que el método del crecimiento instanta-
neo subestima su produccién real. En estos casos, debe recurrirse a estimas inde-
pendientes de tasas de crecimiento o calcular lIa produccion por el método de la
frecuencia de los tamanos (Benke 1993).
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En el cuadro 18.1 se presenta un ejemplo del uso del método del crecimiento ins-
tantaneo para calcular la produccién de una poblacion univoltina.

Técnica 47b. Calculo por el método de la frecuencia de tamanos

Este método calcula la producciéon de una poblacién a partir de la distribucién
de frecuencias de los tamanos de los animales capturados durante un ano. La dis-
tribucion de frecuencias se utiliza para construir la curva de supervivencia de una
cohorte promedio, que, con las correcciones adecuadas, permite calcular la pro-
duccién anual de la poblacion. Para utilizarlo se necesita disponer de un mues-
treo cuantitativo de la poblaciéon durante un ano completo (técnica 34). La toma
de muestras debe tener una frecuencia constante durante el ano. Aumentar el
numero de muestreos y el nimero de réplicas incrementa la fiabilidad de los re-
sultados (Morin et al. 1987).

MATERIAL

— Lupa binocular con micrémetro o sistema de analisis de imagen.

— Muestras cuantitativas tomadas durante todo el periodo de desarrollo de la
poblacién cuya producciéon pretendemos calcular.

— Balanza de precision.

— Pinzas.

— Placas de Petri.
PROCEDIMIENTO

El procedimiento fue desarrollado inicialmente para estimar la producciéon de co-
munidades completas sin necesidad de identificar a sus componentes (Hynes y Cole-
man 1968). Sin embargo, investigaciones posteriores han mostrado que para obtener
estimas correctas los grupos de especies deben cumplir tres condiciones (Hamilton
1969): 1) todas ellas deben necesitar el mismo tiempo para completar su desarrollo,
2) su tamano maximo debe ser similar y 3) también debe ser similar su tamano mi-
nimo. Se trata de premisas dificiles de cumplir y comprobar, lo que dificulta el uso co-
rrecto de este método para calcular la produccién de aglomerados de especies.

A diferencia del método del crecimiento instantaneo, el método de la frecuencia de
los tamanos no necesita que las cohortes que forman la poblacion sean diferencia-
bles. Ademas, se trata de un método robusto frente a la asincronia en el crecimien-
to de los individuos. Sin embargo, mientras que el primer método permite estudiar
los cambios en la produccion durante el periodo de desarrollo de los organismos,

el de la frecuencia de los tamanos estima tinicamente la produccion total anual.
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Si no se distinguen las
cohortes, se puede
calcular la produccion
secundaria mediante el
método de la frecuencia
de tamafios

El método de la
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no permite calcular la
produccion en periodos
cortos



Hay que establecer un
nimero suficiente de
clases de tamafio

Figura 18.5:

Densidad media anual de
cada clase de tamafios

de una cohorte promedio
frente a la masa individual
media de los animales que
integran cada clase
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DETERMINACION DE LA DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE LOS TAMANOS

1. Medir todos los individuos de la poblacién capturados durante el ano utili-
zando una lupa con un micrémetro o un sistema de captura y analisis de ima-
genes. Conviene que la medida corporal elegida tenga el mayor rango de va-
riacion posible y no sufra cambios por el uso de fijadores. Las medidas mas
utilizadas son la anchura de la capsula cefalica y la longitud corporal (para una
revision, se puede consultar Johnston y Cunjak 1999).

2. Establecer el nimero y el rango de las clases de tamano que se van a utilizar en
los calculos. Si el tipo de organismo y la precision de las medidas tomadas lo per-
miten, las clases de tamano pueden consistir, simplemente, en los diferentes es-
tadios de desarrollo. En otro caso, lo habitual es establecer categorias de tama-
no de longitud arbitraria y regular. Al aumentar el nimero de clases de tamano,
aumenta la fiabilidad de la estima de produccién (Morin et al. 1987). Sin em-
bargo, si el nimero establecido de clases es demasiado alto, aumenta la proba-
bilidad de que se den casos en los que la frecuencia relativa de animales en la
clase n sea menor que la frecuencia relativa de animales en la clase n + 1, lo que
hace que la curva de supervivencia de la cohorte promedio sea poco realista.

3. Calcular la densidad media anual (d, en ind/m®) y la masa individual media (m,
en g) de los organismos de cada clase de tamanos. Las masas individuales me-
dias pueden medirse directamente con una balanza, pero lo mas habitual es usar
ecuaciones de regresion tamano-masa. Conviene utilizar modelos construidos
utilizando organismos de la poblacion cuya produccion vamos a calcular y evitar
pérdidas de masa por la utilizacién de fijadores (Gonzalez et al. 2002).

CALCULO DE LA PRODUCCION DE LA COHORTE PROMEDIO

La figura 18.5 representa la densidad media anual de cada clase de tamanos fren-
te a su masa individual media. La curva obtenida se considera equivalente a la cur-
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Nota: En el texto, el area azul se denomina A y la marrén, B.
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va de supervivencia de una cohorte promedio hipotética, esto es, construida a
partir de las muestras tomadas durante todo el ano. La producciéon de la cohorte
se calcula como la superficie situada debajo de la curva.

1. Se observan pérdidas de organismos entre clases de tamano consecutivas, que
implican pérdidas de biomasa para la poblacion: calcularlas como el producto
de la densidad perdida (Ad, en ind/m®) y el promedio de las masas individua-
les medias de las dos clases consecutivas (i, en g).

La razén de hacerlo asi es que la biomasa perdida entre las clases ny n + 1 se
calcula como la superficie de los poligonos Ay B de la figura 18.5:

(dn - dw+l )(mn+l - mn)

A+B=(d,~d,)m,+ 5 (18.13)
El desarrollo de la ecuacion lleva a:
(d"—dw)(m"”Ter”):Adﬂ (18.14)

donde d,: densidad observada en el muestreo n (ind/m?), d,,,: densidad obser-

e+l

vada en el muestreo n+1 (ind/m?®), m ,,: masa media individual observada en el

ntl*

muestreo n+1 (g), y m,: masa media individual observada en el muestreo n (g).

Explicado de manera mas formal, se asume que los animales desaparecidos en
el paso de una clase a la siguiente murieron cuando tenian una masa indivi-
dual que era intermedia entre la de ambas clases de tamanos.

2. Calcular la produccion de la cohorte promedio hipotética como la suma de to-
das las pérdidas de biomasa entre clases de tamano consecutivas:

J
P =Z(dn—dn+l)(w) (18.15)

n=1 2

donde P: produccién de la cohorte promedio hipotética (g/m?), y j: nimero
total de clases de tamano establecidas.

Es frecuente encontrar casos en los que d; es menor que d,, lo que da lugar a va-
lores negativos de produccién entre ambas clases de tamano. Estas situaciones
pueden ser debidas a la pérdida de los individuos mas pequenos de la cohorte du-
rante la toma y procesado de muestras. Por tanto, si se dan valores negativos de
produccién entre las primeras clases de tamano, pueden ser excluidos del suma-
torio que calcula P, sin provocar cambios importantes en los resultados. Sin em-
bargo, los posibles valores negativos de produccién entre clases de tamano mayo-
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Cuadro 18.2:

Calculo de la produccion
secundaria de Siphonoperla
torrentium (Pictet) en la
cabecera de un rio del norte
de Espana por el método de
la frecuencia de los
tamaios
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res deben ser incluidos en el sumatorio (Hamilton 1969, Waters 1977). La razén
es que pueden ser resultado de: 1) la variabilidad muestral de los valores observa-
dosde d,ode d

n+1?

y 2) cambios durante el desarrollo de los organismos en la can-
tidad de tiempo que pasan en cada clase de tamano. En estos casos, excluir tales
valores negativos conduciria a sobrestimar la produccion real de la poblacion.

CALCULO DE LA PRODUCCION ANUAL DE LA POBLACION

1. Para calcular la produccién anual de la poblacién (P) a partir de la producciéon
de la cohorte promedio hipotética hay que introducir dos factores de correccion:

a) El namero de clases de tamano establecidas (Hamilton 1969). Al estable-
cer j clases de tamano diferentes se asume que cada organismo pasa en
cada una de ellas una fracciéon del ano 1/j, por lo que los valores d, (cal-
culados a partir de las muestras tomadas durante fodo el ano) subestiman
en un factor j el nimero real de organismos que han alcanzado cada clase
de tamanos durante todo el ano.

b) La cantidad de tiempo que necesitan los organismos para completar su
desarrollo desde la fase de larva recién eclosionada hasta convertirse en
adulto o en pupa (tiempo de produccion de la cohorte, TPC, Benke 1979).
Los calculos anteriores asumen que los animales precisan un ano para de-
sarrollarse; si no es asi, hay que corregir la estima de produccién anual uti-

lizando un factor 12/TPC, en el que el TPC se mide en meses.

Densidad Masa Pérdida de Promedio Pérdida
Clase de Rango de media anual individual  densidad de valores de
tamanos tamanos (d, en media (Ad, en consecutivos de  biomasa
() (pm) ind/m?®) (m, en mg) ind/m?) m (m, enmg)  (mg/m’)
1 200-300 26,111 0,010 -1,296 0,0170 0
2 300-400 27,407 0,024 16,852 0,0420 0,707
3 400-500 10,556 0,060 -3,519 0,0805 0,283
4 500-600 14,074 0,101 7,037 0,1370 0,964
5 600-700 7,037 0,173 0,741 0,2235 0,166
6 700-800 6,296 0,274 1,667 0,3310 0,551
7 800-900 4,630 0,388 -1,667 0,4595 -0,766
8 900-1000 6,296 0,631 0,370 0,6190 0,229
9 1000-1100 5,926 0,707 AL2559) 0,8190 3,488
10 1100-1200 1,667 0,931 —0,926 1,0635 0,985
11 1200-1300 2,593 1,196 2,593 1,1960 3,101
Produccién de la cohorte promedio hipotética (P, en mg/m®): 7,174
Produccién anual (P, en mg/m’ aio): 105,215

344



FLUJO DE ENERGIA EN EL ECOSISTEMA FLUVIAL TECNICA 47

2. La produccién anual (P, en g/m” afio) se calcula a partir de la produccién de
la cohorte promedio hipotética mediante la formula:

12
P=j—FP 18.16
Jrpc e ( )

En el cuadro 18.2 se muestra como aplicar el método de la frecuencia de los ta-
manos para calcular la produccién de la poblacién usada como ejemplo de la téc-
nica 47a. E1 TPC se estimé en nueve meses, que fue el tiempo transcurrido entre
el inicio del reclutamiento y la aparicién de las primeras ninfas con fundas alares
completamente desarrolladas.
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CAPITULO

Relaciones troficas en el ecosistema fluvial

ISABEL MUNOZ, ANNA M. ROMANI, ALBERTO RODRIGUES-CAPITULO,
JORGE GONZALEZ ESTEBAN Y EMILI GARCIA-BERTHOU

19.1. Introduccion

El estudio de las redes tréficas de los ecosistemas se revitalizé en los afnos 1970
(Cohen 1978, Pimm 1982) y ha recibido un nuevo impulso en los dltimos anos.
La creciente cantidad de datos obtenidos en redes troficas naturales ha permiti-
do la modelizacion de la estructura de las cadenas y redes troéficas y, especial-
mente, el analisis de su estabilidad (Montoya et al. 2006). Si se conoce la red tré-
fica de un ecosistema fluvial es posible integrar la dinamica de la materia organica
y el procesado de los nutrientes con las interacciones dentro de la comunidad. En
los ecosistemas acuaticos practicamente todos los organismos son omnivoros, ya
que tanto el material vegetal como el biofilm estan colonizados por bacterias,
hongos y pequenos invertebrados, que son ingeridos en conjunto. Por ello, en el
caso de los invertebrados, una forma de conocer la estructura trofica es clasifi-
cando los organismos en funcién de estrategias troficas mas generales (ramonea-
dores, recolectores, filtradores, trituradores y depredadores). Generalmente esta
clasificacién se basa en la bibliografia (por ejemplo, Cummins 1973, Merrit y
Cummins 1996), aunque se puede corregir y completar con la experiencia pro-
pia en cada zona de estudio. La determinacion de la dieta de los peces permite
obtener, ademas de datos propios acerca de esta comunidad, informacién sobre
los niveles tréficos superiores, que generalmente ocupa este grupo. La propor-
cién en abundancia o biomasa de cada una de estas estrategias ayuda a conocer
la estructura de la comunidad en funcién de los recursos disponibles.
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Las relaciones isotdpicas
usando isétopos
estables ofrecen nuevas
posibilidades para
analizar las relaciones
troficas en el ecosistema

CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

De todos modos, para un estudio mas detallado de la transferencia de energia en
ecosistemas fluviales es necesario empezar con una buena identificacién de todos
los niveles tréficos y de sus interacciones. En este analisis no pueden faltar mues-
tras de todos los recursos disponibles en el rio (materia organica, perifiton, ma-
crofitos, etc.) y de sus consumidores. La técnica del analisis de dietas (técnica 48)
describe como determinar el consumo de recursos que realizan los animales. Es
una técnica que requiere la observacion de muchos individuos, de todas las es-
pecies presentes en el rio y en sus diferentes fases de crecimiento. También hay
que tener en cuenta, que las dietas pueden variar en el tiempo y en el espacio,
siendo en muchos casos dificiles de identificar o cuantificar.

En los ultimos anos, se ha extendido el uso de los is6topos estables en ecologia
(Lajtha y Michener 1994, Fry 2006). Los is6topos estables del carbono (**C) y ni-
trégeno ('"N) son especialmente ttiles para seguir las transferencias desde las
plantas y el material detritico hasta los herbivoros y consumidores secundarios.
En muchos ecosistemas, las distintas fuentes de materia organica tienen diferen-
tes relaciones isotopicas “C:*C y "N:"N, por lo que las dietas de los animales se
pueden inferir a partir de la senal isotopica de sus tejidos. En el paso entre nive-
les tréficos sucesivos ocurre un cambio en las proporciones isotépicas, debido al
propio metabolismo de los compuestos de carbono y nitrégeno. Los tejidos ani-
males se enriquecen levemente (entre 0,3y 0,5 %o de media) en “C respecto a su
comida, pero el enriquecimiento es mayor en °N (entre 1y 5 %o). Por ello, este
enriquecimiento predecible en nitrégeno se utiliza como indicador del nivel tré-
fico. La combinacién de ambos is6topos se usa para determinar las vias de trans-
ferencia de la materia organica y la estructura tréfica de los ecosistemas.

Estudiar estos patrones de transferencia de energia es generalmente insuficiente
para inferir muchos procesos de interés ecolégico. Sin embargo, la biogeoquimi-
ca de los elementos esenciales proporciona una perspectiva funcional de la red
tréfica que complementa la aproximacion energética y dinamica explicada ante-
riormente. Asi, la ecologia estequiométrica se ocupa del balance de energia y de
elementos quimicos en las interacciones ecologicas y, especialmente, en las rela-
ciones troficas. La estequiometria principalmente estudia los organismos en fun-
cioén de su composicion elemental (y en particular C, Ny P, Elser et al. 1996, Ster-
ner y Elser 2002). Por ejemplo, la abundancia relativa de C respecto a Ny P se
halla estrechamente asociada con la tasa de crecimiento tanto en autétrofos
como heterétrofos. Como principio general, los elementos limitantes se transfie-
ren en la red tréfica con una alta eficiencia. Cuando un consumidor tiene una
dieta con cocientes C:N o C:P elevados, el Ny el P son utilizados con una alta efi-
ciencia por el animal, mientras que una buena parte del C no se asimila y es re-
chazado, excretado o respirado (Cross et al. 2003, Elser y Hessen 2005). La cali-
dad de la dieta se mide en funcién de los requerimientos de los consumidores.
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Por ello, es importante conocer los posibles desequilibrios entre las relaciones
C:N:P del consumidor y de su alimento.

Este capitulo muestra alguna de las técnicas mas recomendables para el estudio
de las conexiones tréficas en los sistemas fluviales. Con el analisis de los conteni-
dos estomacales (técnica 48) se obtiene una aproximacion de la estructura trofi-
ca en términos de interacciones y del flujo de energia a partir de la cuantificacién
(técnica 51). Esta técnica puede complementarse con el analisis de los is6topos
estables (técnica 50), que muestra la estructura trofica del material asimilado vy,
por tanto, integra la dieta en funcién del tiempo. La combinacién de las distintas
técnicas permite determinar la consistencia de las observaciones respecto a la cla-
sificacion de los grupos troficos. La técnica del analisis estequiométrico de dife-
rentes compartimentos biologicos (técnica 49) también permite determinar
como se transfiere la materia organica desde los niveles basales a los consumido-
res, pero con una informacién mas funcional.

Técnica 48. Analisis de dietas
Técnica 48a. Contenidos estomacales en invertebrados

El analisis de contenidos estomacales permite conocer la dieta de los invertebrados
y estudiar el papel de cada especie en la estructura tréfica de la comunidad. El rol
de una especie en la red troéfica esta determinado por su densidad y biomasa, que
hay que cuantificar en los tramos estudiados (técnica 34), y por la fuerza de sus
interacciones troficas con las especies depredadas, que es equivalente al consumo
per capita. Esto es lo que se busca mediante la aplicacion de esta técnica, aunque
hay que tener en cuenta que el contenido estomacal refleja la dieta ingerida por el
individuo, y no la asimilada. Por ello es conveniente completar esta informacién

con otras técnicas, como la de analisis de los is6topos estables (técnica 50).

Para obtener una buena caracterizacion de la red tréfica mediante esta técnica es
necesario un examen exhaustivo del contenido estomacal de muchos individuos.
Muchas veces es dificil identificar bien algunos de los componentes de las dietas;
otras veces el consumidor sélo se alimenta de fluidos o partes blandas inidentifi-
cables. En rios con hidrologia o temperatura variable, las conexiones troéficas y, es-
pecialmente, su intensidad (cantidad consumida), pueden cambiar en el tiempo.
De todos modos, esta técnica permite obtener esquemas y diagramas de la red
trofica para, por ejemplo, conocer los efectos de la desapariciéon de un recurso o
de una especie clave. Si se complementa la identificacion con una cuantificacion de
cada item consumido, se pueden, ademas, construir flujos de energia entre algu-
nas especies, por ejemplo las mas abundantes o caracteristicas del rio estudiado.
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Hay que extraer el tracto
digestivo a un minimo de
10 animales por especie

T

ECNICA 48 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

MATERIAL

— Bisturi.

— Pinzas.

— Placas de Petri.

— Portaobjetos.

— Cubreobjetos.

— Solucion de rosa de Bengala (1 g de polvo de rosa de Bengala por litro de

agua destilada).

— Lupa estereoscéopica.

— Microscopio 6ptico (100-400 X, preferiblemente, con sistema fotografico).

PROCEDIMIENTO

1

. A partir de las muestras recogidas en el campo y fijadas en formaldehido, se-
parar al menos 10 individuos de cada especie a estudiar (las mas abundantes
0 mas representativas), y de cada estadio de crecimiento. Muchos taxones cam-
bian de dieta con la edad. Diseccionar los animales bajo la lupa estereoscopi-
ca, extrayendo su tracto digestivo. En algunos taxones basta con estirar de la
cabeza, en otros hay que abrir longitudinalmente el animal. En los gasterépo-
dos hay que localizar la boca y separar el tubo digestivo a partir de una disec-
cion. Los esquemas de anatomia interna que se encuentran en cualquier tra-
tado general de zoologia son muy ttiles. El contenido de los organismos o
estadios mas pequenos se puede observar directamente por transparencia.

2. Introducir los tubos diseccionados en botes pequenos con rosa de Bengala du-

rante 12-24 horas. Este colorante tine la materia organica y ayuda a diferenciar
los organismos del resto de material ingerido. Es aconsejable recoger el con-
tenido del digestivo mas proximo a la boca, ya que este material esta menos di-
gerido. Para los individuos de menor tamano y cuya cuticula sea muy fina (por
ejemplo, Naididae o Chironomidae) se puede tenir el animal entero.

3. Tras pasar 24 horas en rosa de Bengala, vaciar los tubos y montar su contenido

en preparaciones. Utilizar el método del squash (presionar y rotar) entre el por-
taobjetos y el cubreobjetos, para garantizar la dispersion del contenido estoma-
cal. Observar bajo el microscopio (100-400 X) v, si es posible, fotografiar lo re-
presentativo e identificable. Clasificar el contenido del tracto digestivo de las
especies no carnivoras en: detritus (material no identificable), material vegetal
(pequenas porciones de hojas), algas filamentosas, diatomeas, hongos (conidios,
hifas) y material mineral (fig. 19.1). En el caso de las especies carnivoras intentar
llegar a la maxima resolucion taxonémica de las presas consumidas.

4. Para estudios cuantitativos, calcular la proporcion de cada tipo de alimento res-

Qo

pecto al total. Para ello se debe cuantificar todo el contenido del tubo digesti-
vo, 0 si éste es muy largo o esta muy lleno, seleccionar una parte de longitud co-
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Nota: Observaciones en macroinvertebrados de Fuirosos (Cataluna, NE de Espana; Guerra 2003).

nocida respecto a la longitud total. Las imagenes se pueden analizar con cual-
quier programa de tratamiento de las mismas, o a partir de una parrilla que se
superpone a la imagen. Si la proporcion se calcula directamente de la prepara-
cion, se observa un nimero representativo de campos al microscopio, y en cada
campo se calcula la proporcién de cada una de las presas encontradas.

Técnica 48b. Contenidos digestivos y analisis de la dieta de peces

A continuacion se revisa la metodologia para estudiar los contenidos digestivos de
peces y analizar la dieta, partiendo basicamente de las revisiones de Hynes
(1950), Pillay (1952), Hyslop (1980) y Bowen (1983), y de nuestra propia expe-
riencia en la materia (por ejemplo, Garcia-Berthou 1999, Garcia-Berthou 2002).

CAPTURA Y PRESERVACION DE CONTENIDOS

Para analizar la dieta de animales es esencial conservar los contenidos digestivos
desde el momento de su captura. Las distintas técnicas de captura de peces tie-
nen influencia en la determinacién de la dieta. La mayoria de técnicas provocan

una cierta probabilidad de regurgitacion, especialmente en los piscivoros, y por
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Figura 19.1:

fotografias del contenido
estomacal de diversas
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vegetal, b) detritus y
material mineral, c) restos
de presas (quironémidos) y
d) diatomeas y algas
filamentosas

Cuantificar la proporcion
de cada alimento en
funcion del area que
ocupa



El método de pesca
influye en los contenidos
digestivos de los peces.
A ser posible, conviene
analizar la dieta de
peces pescados por
métodos activos

TECNICA 48 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

tanto un sesgo en la descripcion de la dieta. La digestion de los contenidos es mas
importante si se usan técnicas de captura pasivas, como redes agalleras, trasma-
llos, trampas o nasas, ya que el pez una vez capturado esta un cierto tiempo sin
alimentarse y digiriendo; las trampas y nasas también pueden conducir a los pe-
ces capturados a consumir otras presas capturadas que, normalmente, no consu-
mirian. Para analizar la dieta es preferible usar métodos activos (pesca eléctrica,
redes de arrastre litoral (seines) o salabres (sacaderas), o reducir el tiempo de co-
locacion de los pasivos, especialmente en climas cdlidos, donde la digestion es
mas rapida. Los peces capturados pueden conservarse en neveras con hielo has-
ta su congelacion en el laboratorio, o bien ser fijados con formol, después de sa-
crificarlos con una sobredosis de anestésico; los peces muy grandes pueden di-
seccionarse en el campo y fijar s6lo el tubo digestivo. Después de la diseccion en
el laboratorio conviene pasar los tubos digestivos a alcohol (70%), para poste-
riormente analizar los contenidos.

Otra posibilidad, si no se quiere sacrificar los peces (por ejemplo, para especies
amenazadas o poblaciones con interés de conservacion), es extraer los conteni-
dos estomacales por medios mecanicos (succion con peras peristalticas o simila-
res), o con sustancias eméticas (Hyslop 1980). Estos métodos pueden presentar
sesgos para peces que coman presas muy grandes.

MEDIDAS DESCRIPTORAS DE LA DIETA

De los contenidos digestivos, se puede medir la presencia/ausencia de diferen-
tes categorias alimentarias, lo que permite calcular la frecuencia o porcentaje de
ocurrencia, es decir, el porcentaje de depredadores que consumian un cierto
tipo de presa. Alternativamente, se puede contar el nimero de presas de las dis-
tintas categorias troficas presentes en el contenido digestivo, lo que proporcio-
na una medida mas cuantitativa. También se puede medir el peso o el volumen
de las diferentes presas, ya sea directamente (con balanzas, probetas, etc.) o pre-
feriblemente midiendo el tamano y convirtiéndolo posteriormente en peso me-
diante regresiones peso-longitud previamente establecidas. Esto debe hacerse
preferiblemente para las especies en el area de estudio; para peces muy peque-
nos (por ejemplo, larvas o poecilidos) también puede medirse el volumen con
una camara de las que se usan para contar glébulos sanguineos. Finalmente, se
puede estimar visualmente el volumen de las diferentes categorias alimentarias.
Estas medidas subjetivas suponen menos esfuerzo, pero pueden introducir erro-
res que deberian evaluarse y dificultan la comparacion entre autores.

Las distintas medidas proporcionan visiones diferentes de las dietas, y tienen dis-
tintas ventajas. El nimero da mas importancia a presas pequenas pero abundan-
tes, y aunque refleja el esfuerzo en la seleccion de alimento, no es aplicable a ca-
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tegorias no contables (por ejemplo, detritus, macroalgas, plantas, restos de vege-
tales, etc.). El peso, volumen o similar da mas importancia a las presas mayores (a
menudo poco abundantes), refleja mejor el aporte energético de las distintas pre-
sas y permite medir las categorias no contables. Recomendamos medir siempre el
namero, y una medida de peso o volumen (directa o preferiblemente por con-
version de una medida de tamano); las medidas de ocurrencia vienen implicitas

con las medidas de nimero y peso.
MATERIAL

— Tijeras.

— Bisturi.

— Agujas enmangadas.

— Pinzas.

— Placas de Petri.

— Lupa binocular con micrémetro.

— Papel de filtro para secar las presas antes de pesar.
— Balanza de precision.

PROCEDIMIENTO

Para los peces con estomago diferenciado (por ejemplo, centrarquidos o sal-
monidos) se debe analizar sélo el contenido estomacal. Para peces sin estoma-
go diferenciado (como ciprinidos), algunos autores s6lo examinan el conteni-
do de la parte anterior del tubo digestivo, por ejemplo, el primer tercio o la
primera mitad, pero no esta claro que este método sea el mejor. Aunque la par-
te anterior del tubo digestivo contiene el contenido menos digerido y la parte
posterior deberia tener mayor proporcion de categorias de dificil digestion,
Schoener (1989) no detectoé estos efectos en una revision para reptiles, sugi-
riendo en cambio que considerar todo el tubo digestivo aumenta el tamano
muestral y, por tanto, la precisiéon para las presas mayores (menos frecuentes).

Los tubos digestivos conservados en alcohol se abren y se separa su contenido,
que se examina en una placa de Petri mediante una lupa binocular. En el caso
de peces con estomago diferenciado, que suelen consumir presas grandes, se
puede analizar todo el contenido estomacal; en el caso de peces detritivoros,
planctivoros u omnivoros grandes, a menudo se puede analizar en detalle s6lo
una submuestra (aproximadamente 10-25%) del contenido, después de exami-
narlo todo para detectar todas las especies presa posibles, asi como contar y me-
dir las presas grandes, que son poco frecuentes. Inicialmente se examina todo el
contenido para intentar identificar todos los grupos taxon6micos presentes con
la mayor precision posible.

Conviene determinar el
nimero y, ademas, el
peso o volumen de cada
tipo de presa ingerida

Para especies con
estomago diferenciado,
cabe analizar sdlo el
contenido estomacal
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contenidos digestivos se
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TECNICA 48 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL
DESCRIPCION Y ANALISIS DE LA DIETA
Para describir la dieta se suele usar:

a) El porcentaje de ocurrencia, o porcentaje de tubos digestivos que presentaban
una cierta categoria alimentaria.

b) EI porcentaje en numero, o porcentaje de individuos de una cierta especie
presa respecto al total de individuos en el conjunto de tubos digestivos. Este
descriptor so6lo considera las categorias contables (es decir, no se calcula para
detritus, trozos de plantas, etc.).

c) El porcentaje en biomasa o biovolumen es la medida equivalente a la anterior,
pero para la biomasa o biovolumen.

El porcentaje medio de biomasa de una categoria alimentaria, a diferencia de
los dos anteriores, separa los datos por individuo depredador o tubo digestivo,
y es el porcentaje de cada especie presa en cada tubo digestivo, promediado
para todos los individuos depredadores. Mas que para una descripciéon gene-
ral de la dieta, este descriptor se usa para comparar distintos grupos (por ejem-
plo, de tamano o de lugar de captura de los depredadores), en los que es ne-
cesario juntar las especies presa en categorias alimentarias mas generales (por
ejemplo, zooplancton, peces, etc.). A diferencia de los dos anteriores, el por-
centaje medio de biomasa reduce la importancia de tubos con un contenido
distinto de la mayoria, pero da igual importancia a tubos digestivos llenos y
mas vacios, por lo que sobrevalora las presas mas presentes en tubos con me-
nos contenido.

A veces, los tres primeros descriptores se combinan en los llamados indices de im-
portancia relativa (IRI), como el de Pinkas et al. (1971) o el de George y Hadley
(1979). Estos indices han sido criticados por su redundancia y arbitrariedad. Mu-
cho mas interesante es estudiar la relaciéon entre descriptores, como con el mé-
todo de Costello (1990).

A parte de los descriptores basicos de dieta, de los datos se puede extraer infor-
macion util para la ecologia de comunidades, tales como:

1. Estima de indices de diversidad, que en el contexto de alimentacion se llaman
indices de amplitud de nicho o dieta.

2. Las utiles técnicas de ordenacion, como el analisis de correspondencias.

3. Indices de solapamiento de nicho, que de hecho son indices de similitud, en-
tre los cuales el mas utilizado es el de Schoener.

4. Indices de electividad, que comparan el alimento consumido con el disponi-
ble (requieren datos de disponibilidad de bentos o plancton).
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Técnica 48c. Analisis de la dieta de mamiferos

Existen distintas técnicas para estudiar la dieta de los mamiferos: 1) a través de la
observacion directa de animales mientras se alimentan, 2) mediante el estudio de
alimentos parcialmente comidos, 3) del contenido del aparato digestivo, o 4) de las
heces (Jordan 2005). Detallaremos el procedimiento para el analisis de contenidos
estomacales, ya que este método es el que proporciona la informacién mas precisa.

MATERIAL

— Bisturi.

— Pinzas.

— Placas de Petri.

— Etanol.

— Tamiz de 250 um de poro.
— Lupa estereoscépica.

PROCEDIMIENTO

A pesar de haber técnicas para inducir la regurgitacion del alimento en animales
vivos, en pocas especies de mamiferos es posible obtener de esta forma conteni-
dos gastricos que permitan estudiar su dieta. La técnica mas utilizada es el anali-
sis del contenido del aparato digestivo recogido post mortem, siendo el contenido
del estomago el mas utilizado. Es obvio que estos estudios s6lo pueden realizarse
en especies cuyas poblaciones puedan soportar la extracciéon de ejemplares sin
poner en peligro su supervivencia. Detallamos aqui el procedimiento seguido en
el estudio de la dieta de los musganos (género Neomys) (Castién 1995), un peque-
no mamifero insectivoro semiacuatico. Una vez que se han extraido los estomagos,
se almacenan en etanol al 60% hasta realizar el andlisis. El contenido estomacal se
extrae y se lava con agua en un tamiz de 250 um de poro. Posteriormente, se de-
posita en una placa de Petri y se procede a su examen.

La identificacion se realiza con la ayuda de una lupa estereoscopica comparando los
fragmentos de las presas con material de coleccion. Los musganos se alimentan de
invertebrados (insectos, aracnidos, miriapodos, crustaceos, gaster6podos, oligoque-
tos). El nimero de individuos de cada taxén-presa por estomago se estima como el
minimo coherente con el nimero de cuerpos completos y/o partes encontradas.

TRATAMIENTO DE LOS DATOS

A partir de la informacién obtenida se puede construir la matriz tréfica que ex-
presa la importancia de cada presa en la dieta (cuadro 19.1). Otra posibilidad es
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Cuadro 19.1:

Fjemplo de matriz trifica
para el musgano patiblanco,
Neomys fodiens

Las relaciones C:Ny C:P
proveen informacion
sobre las conexiones

troficas en el ecosistema

TECNICA 49 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

Taxoén-presa N %N %P D
Oligochaeta 12 4,03 22,45 0,77
Gastropoda 11 3,69 20,41 0,34
Crustacea Isopoda 1 0,33 2,04 0,008
Amphipoda 9 3,02 18,37 0,46
Myriapoda Chilopoda 14 4,70 28,57 0,63
Diplopoda 28 9,39 46,94 2,86
Arachnida Araneae 10 3,35 20,41 0,33
Opilionidea 27 9,06 48,98 2,28
Pseudoscorpionida 2 0,67 4,08 0,15
Acarina 6 2,01 8,16 0,30
Insecta Coleoptera adulto 26 8,72 32,65 1,23
Coleoptera larva 6 2,01 12,24 0,41
Diptera adulto 10 3,35 16,33 0,31
Diptera larva 45 15,10 34,69 1,54
Hemiptera 17 5,70 24,49 0,92
Orthoptera 1 0,33 2,04 0,01
Hymenoptera 2 0,67 4,08 0,03
Ephemeroptera larva 13 4,36 22,45 0,34
Plecoptera larva 29 9,73 30,61 1,30
Trichoptera larva 27 9,06 30,61 2,16
Materia vegetal 2 0,67 4,08 0,15

N: frecuencia absoluta; % N: frecuencia relativa; % P: porcentaje de estomagos con un determinado tipo de ali-
mento; D: indice de Simpson.
Fuente: Tomado de Castién (1995).

realizar un estudio de la variacién estacional de la dieta, para lo cual es necesario
contar con un numero suficiente de ejemplares capturados en distintas épocas
del ano.

Técnica 49. Ecologia estequiométrica. Analisis elemental

La cantidad de N y P en los alimentos, expresada normalmente como relaciéon
molar de atomos C:Ny C:P, puede determinar la capacidad de la comunidad ben-
tonica fluvial para absorber uno u otro nutriente del medio. La determinacion de
la estequiometria de la comunidad (contenido de C, N y P) permite relacionar
posibles desequilibrios entre estos elementos en los diferentes compartimentos
(cuadro 19.2) y los procesos que tienen lugar en el ecosistema, como por ejem-
plo, la utilizacién y el reciclaje de la materia organica (Frost et al. 2002). Las pro-
porciones de C, N y P pueden indicar la ruta metabélica que la comunidad ne-
cesita utilizar para obtener estos elementos. Al mismo tiempo, si la composicion
de los recursos difiere mucho de la relacion estequiométrica caracteristica de la
comunidad, la tasa de descomposicion del material puede cambiar, y la calidad
del alimento puede limitar el crecimiento de los consumidores. LLa composicion

elemental de Ia comunidad benténica microbiana depende, también, de la pro-
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Fuirosos Cross et al. (2003)

Inverte-  Tritura- Ramone- Depre-
Biofilm MOPF brados dores adores dadores MOPG MOPF Biofilm

%C 795 36,63 22,48
%N 1,06 3,41 36
%P 0,11 0,62 0,25

C:N 8,84 13,83 8,03 6,7 6,2 5,1 73 34 6,1
C:P 222,00 151,84 289,57 498 369 223 4858 1015 324
N:P 2153 12,1 $2.25 73 59 43 67 28 52

Nota: Valores medios en febrero de 2004. Se muestran también las relaciones molares para diferentes estrate-
gias tréficas y recursos en un rio con abundancia de detritus (Cross et al. 2003).

porcion de los distintos grupos (bacterias, hongos, algas), por lo que informa so-
bre la composiciéon de la misma (Makino et al. 2003).

MATERIAL

— Estufa
— Mortero de porcelana, o triturador que no contamine la muestra (por ejem-
plo, de agata).
— Capsulas de aluminio para analisis de C/N.
— Filtros Whatman GF/F de 25 mm de diametro.
— Equipo de filtracion.
— Balanza de precisién (microgramos).
— Analizador elemental de carbono y nitrégeno.
— Autoclave.
— Reactivos para la digestion de P (reactivo de oxidacion):
a. Solucién de NaOH 0,375 M: 15 g de NaOH en 1 L de agua desionizada (se
puede almacenar durante meses en la nevera en una botella de polietileno).
b. Reactivo de oxidaciéon: disolver 5 g de peroxidisulfato de potasio (K,S,Oy)
y después 3 g de dacido borico (H,BO,) en 100 mL de la soluciéon de NaOH
anterior. No invertir el orden de los reactivos en esta preparacion.

PROCEDIMIENTO

1. Recogida de muestras. Hay que tomar muestras de los principales compartimen-
tos de la red tréfica: peces, macroinvertebrados, biofilm, hojarasca, macrofitos,
y material particulado fino benténico y en suspension en el agua. En el caso
que un determinado compartimento sea muy poco abundante en un rio, no
debe tenerse en cuenta. Recoger como minimo tres réplicas por cada com-
partimento y tramo de estudio. Transportar las muestras en nevera hasta el
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Cuadro 19.2:

Porcentaje de G, Ny Py
sus correspondientes
relaciones molares en el
arroyo de Fuirosos
(Cataluiia, NE de Espana)

Recoger muestras
de los principales
compartimentos de
la red trofica



Las muestras de
animales para el analisis
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su tracto digestivo
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laboratorio para su extraccion. Si no es posible realizar el protocolo directa-
mente, se pueden congelar las muestras, pero es preferible realizar la extrac-
cion con las muestras frescas, o, en todo caso, guardar los extractos congelados.

2. Extraccion de la muestra. Para cada compartimento el protocolo es distinto.

a) Peces. Si los individuos son pequenos, retirar el tubo digestivo y guardar los ani-
males enteros. Si son de suficiente tamano, cortar y obtener una submuestra
de tejido muscular. Si hay distintas especies, considerarlas por separado.

b) Macroinvertebrados. Recoger tantos individuos como biomasa se necesite para
analizar las especies o grupos troficos por separado. Los individuos se reco-
gen directamente en el campo, o si se trata de muestras de sedimento, se se-
paran en el laboratorio mediante la lupa. Los organismos deben estar lim-
pios y vivos. Dejarlos entre 8 y 12 horas, en funcién del tamano, en agua del
rio y manteniendo su temperatura, para vaciar el contenido estomacal. En
especies de tasa de excrecion alta como los gasterépodos, ir limpiando los ex-
crementos con una pipeta Pasteur para evitar que sean de nuevo ingeridos.

c) Biofilm. Distinguir entre material sobre arenas o gravas, sobre piedras, o so-
bre macrofitos. Para obtener el biofilm de la arena, anadir un volumen co-
nocido de agua Milli-Q (unos 2-10 mL), sonicar la muestra en un bano de
ultrasonidos (5 minutos), recuperar el liquido y repetir la operacién (ana-
dir un volumen conocido sobre la arena y sonicar). Juntar los extractos ob-
tenidos en cada sonicaciéon para obtener un solo extracto por muestra. Para
biofilms epiliticos, ademas de sonicar se recomienda raspar la superficie de
la piedra con un cepillo de dientes. Para el biofilm epifitico (sobre macroé-
fitas), tomar una submuestra del extracto después de sonicar la muestra.

d) Hojarasca, macrofitos. Separar una fracciéon de las hojas acumuladas en el le-
cho del rio y de macroéfitas frescas y acumuladas en el lecho. Considerar se-
paradamente cada especie. En las zonas de acumulacién de materia orga-
nica, se puede separar el material fino y grueso y analizarlo separadamente.

e) Material particulado del agua. Filtrar un volumen conocido de agua en filtros
Whatman GF/F previamente calcinados (4 horas a 450 °C) y pesados.

3. Preparacion y andalisis del C/N. Dejar secar los extractos a 60 °C en la estufa has-

Qo

ta peso constante (2-3 dias) y triturarlos, si es necesario, con un mortero o mo-
linete para obtener una muestra homogénea (particulas de diametro no su-
perior a 0,1 mm). Pesar el material seco en polvo en una microbalanza de alta
precision y, antes de empaquetar en capsulas de estano, anadir una pequena
cantidad (la punta de una espatula pequena) de pentéxido de vanadio como
catalizador. Para los extractos liquidos como los provenientes de las muestras
del biofilm, verter 1 mL del extracto concentrado directamente en las capsu-
las de estano previamente pesadas, secar y volver a pesar. Para los filtros del
particulado, pesar el filtro seco y envolverlo en la capsula de estano. Anadir
también el catalizador. Las capsulas se guardan en seco en una gradilla hasta

su analisis en un analizador de carbono y nitrégeno mediante combustion. La
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cantidad de material necesario para el analisis esta en funciéon del comparti-
mento analizado, ya que la cantidad de Cy N es diferente en material vegetal
que en animal. En general, es suficiente con 1 mg para material vegetal. Las
capsulas de estano suelen tener una capacidad maxima de 1,5 mg. Para el ana-
lisis de material particulado del agua acumulado en los filtros se suelen usar
unas capsulas diferentes. No hay que olvidar las caracteristicas y especificacio-
nes del analizador a utilizar.

4. Preparacion y andalisis de P. Obtener un peso conocido de muestra (de 2 a 20 mg
de peso seco, en funcién del contenido de fésforo) y colocarlo en un tubo de
teflon. Anadir 20 mL de agua Milli-Q y 2 mL de reactivo de oxidacion. Digerir
en autoclave (90 minutos a 110 °C). Analizar el contenido de P con el método
descrito para el fosforo reactivo soluble en el agua (técnica 12a).

Técnica 50. Analisis de la red tréfica mediante is6topos
estables de Cy N

La composicién isotopica del C de una muestra se expresa como las partes por
mil (%o) de la relacién isotépica en unidades delta (8), respecto a un material es-
tandar (roca carbonatada PeeDee belemnita, PDB):

5"C = [("C/Copueaa + "C/*Coginar) ~1]1000 (19.1)

muestra estandar

Las muestras mas ricas en °C son mas pesadasy tienen & C mayores o menos ne-
gativos. Por el contrario, las muestras mas empobrecidas en "’C son mds ligeras y
tienen & °C mds bajos o mas negativos. La relacion isotopica del C cambia poco
a través de la red tréfica (entre 0,3-0,5%o0), lo que la convierte en un buen indi-
cador de la fuente de alimento.

La relaci6n isotépica del N (*N/"N relativo al N atmosférico o §°N) se ha utili-
zado para estimar la posicién tréfica, ya que la §°N de un consumidor es mds alta
que la de su dieta, y la magnitud de la diferencia es similar entre organismos. La
diferencia se expresa como enriquecimiento (A)y se calcula:

—615N

A=6"N (19.2)

consumidor dieta

Este enriquecimiento oscila entre el 1y 5%o (media de 3,4%o0) para cada salto de
nivel tréfico.

En los rios, los consumidores tienen una dieta mixta, lo que dificulta la separa-
ci6én de la senal isotépica y la interpretacion de la transferencia de materia orga-
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mantenerse vivos y en
ayunas hasta que vacien
el contenido de su tubo
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nica a través de la red. Estas limitaciones pueden solventarse con la informacion

de

los contenidos estomacales.

Para evaluar la contribucion relativa de cada recurso en la dieta del consumidor

existen modelos de calculo (Phillips y Gregg 2003), aunque no siempre es facil su

int

erpretacion.

MATERIAL

Estufa o liofilizador.

Mortero de porcelana.

Capsulas de aluminio.

Filtros Whatman GF/F de 25 mm de diametro.

Equipo de filtracion.

Balanza de microprecision (microgramos).

Espectrometro de masas acoplado al analizador elemental de carbono y ni-
trégeno.

PROCEDIMIENTO

1.

360

Recogida de muestras en el campo. Para considerar los distintos compartimentos de
la red tréfica, tomar muestras de peces, macroinvertebrados, biofilm, hojaras-
ca, macrofitos, material particulado fino bentoénico y en suspension del agua.

. Extraccion de la muestra. Para cada compartimento el protocolo de extraccion es

distinto.

a) Peces. Si los individuos son pequenos, extraer el tubo digestivo y guardar los
animales enteros. Si son de suficiente tamano, cortar y obtener una sub-
muestra de tejido muscular. Si hay distintas especies, considerarlas por se-
parado.

b) Macroinvertebrados. Mantenerlos vivos en agua del rio y a una temperatura
similar a la del rio entre 8 y 12 horas para vaciar el contenido estomacal.
En especies de tasa de excrecion alta (como los gasterépodos), se debe ir
limpiando los excrementos con una pipeta Pasteur, para evitar que los in-
gieran. Una vez los tubos digestivos estén limpios, los crustaceos, gastero-
podos o bivalvos se deben medir sin la concha, ya que el carbonato tiene
un valor de 6"”C enriquecido respecto al tejido blando.

Tener especial cuidado en separar, siempre que sea posible, los macroin-
vertebrados a nivel de especie, ya que especies similares pueden tener di-
ferentes dietas. Separar también los individuos de diferente tamano para
estimar el cambio de la dieta con la edad. La posibilidad de conocer la va-
riabilidad entre individuos, de analizar varias réplicas para cada especie o
separar tamanos, esta en funciéon del material disponible y el coste del ana-
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fico del Cy N.
Fuente: 1. Munoz, datos no publicados.

lisis. Tener en cuenta también que el analisis de un grupo de individuos da
una mejor estima del valor medio de la senal isotopica de una poblacion
que un analisis limitado a un individuo.

c) Biofilm. Extraer el biofilm segun la técnica del analisis estequiométrico.

d) Hojarasca, macrdfitos. Tomar muestras de hojarasca acumulada en el lecho
del rio y de macrofitas frescas y acumuladas en el lecho.

e) Material particulado del agua. Filtrar un volumen conocido de agua en filtros
Whatman GF/F previamente calcinados (4 horas a 450 °C) y pesados.

3. Preparacion de las muestras. Secar las muestras a 60 °C en la estufa o en liofiliza-
dor y triturar con un mortero o molinete cuando sea necesario, a fin de obte-
ner una muestra homogénea (particulas de diametro 0,1 mm).

Las muestras secas pueden mantenerse indefinidamente en un desecador antes
de su analisis. También se pueden congelar antes de secar. No preservar las mues-
tras con formol o alcohol, ya que altera la senal isotépica tanto del C como del N.
Pesar el material seco en polvo en una microbalanza de alta precision y empa-
quetar en capsulas de estano. Para los filtros, pesar el filtro seco para conocer el
peso de muestra y envolverlo en la capsula de estano. Los filtros deben ser de pe-
queno tamano (25 mm), en muchos casos incluso es necesario cortarlos. Guardar
las capsulas en seco en una gradilla hasta su analisis. La cantidad minima anali-
zable esta en funcién del contenido de nitrégeno de la muestra y de los patrones
que se utilicen, el peso minimo suele ser de 300 ug. Es conveniente hacer prue-
bas de analisis previas para determinar el peso minimo necesario. Los is6topos "*C
y N se analizan con un espectrémetro de masas que complementa el analizador
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Figura 19.2:
Representacion de los datos
de la seial isotdpica 5 ~C
frente a la & N en el arroyo
fuirosos

Las muestras se miden
mediante espectrometria
de masas



A partir de los datos de
contenidos estomacales
se puede determinar la
estructura trofica del
ecosistema y las
interacciones entre
consumidores y presas

Figura 19.3:

Flujo de materia organica en
las relaciones trficas entre
el depredador Erpobdella y
sus presas en el verano de
2002, en el arroyo de
Fuirosos
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elemental de carbono y nitr6geno mediante combustién, de forma que ambos re-
sultados se obtienen a la vez. Se utilizan diferentes estandares para calibrar la se-
nal isotopica: sacarosa, polietileno y grafito para el C; sulfato de amonio y nitrato
de potasio para el N. Los estandares se analizan varias veces para garantizar la li-
nealidad. Los resultados se referencian a la composicion isotépica del N atmos-
férico para el Ny de la roca carbonatada PeeDee belemnita (PDB) para el C.

Los resultados se representan en una figura con las senales isotopicas para el C
y °N (fig. 19.2).

Técnica 51. Caracterizacion de la estructura trofica

La estructura de la red tréfica se puede caracterizar simplemente por las cone-
xiones troficas entre las especies. Expresandola como flujo de energia en gramos
de peso seco o de C, o como consumo de individuos, se puede caracterizar la fuer-
za de las interacciones entre los consumidores y sus presas (fig. 19.3). La técnica
del analisis de los contenidos estomacales puede utilizarse para ambos propésitos
(Tavares-Cromar y Williams 1996, Hall et al. 2000).

PROCEDIMIENTO

Para construir una red tréfica completa hay que estudiar los contenidos estoma-
cales de todas las especies presentes en el tramo de estudio. Para ello es necesa-

225 mg/m?2

Erpobdella

. Chironomus
Baetis

61

Otros efemerépteros
Ephemerella

Ancylus

Nota: Las unidades son mg peso seco/m”. El tamario de los circulos indica la biomasa presente en el tramo de
estudio, el grosor de las flechas la proporcién de cada presa presente en el contenido estomacal.
Fuente: 1. Munoz, datos no publicados.
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rio efectuar muestreos adicionales para incluir las especies poco abundantes. Las
dietas cambian con la edad y en el tiempo (Thompson y Townsend 1999, Wood-
ward et al. 2005, Basaguren et al. 2003, Omella 2003), por lo que es aconsejable
analizar individuos de diferentes estadios y hacer muestreos, al menos dos veces
al ano, en funcioén de la variabilidad temporal de la comunidad de macroinverte-
brados en el tramo estudiado. Para construir un flujo de energia entre niveles tré-
ficos es también importante conocer la disponibilidad de recursos, principal-
mente, la cantidad de algas, de materia organica benténica gruesa y fina y de
materia organica en suspension.

1. A partir del analisis de los contenidos estomacales construir la red tréfica en-
lazando cada consumidor con sus presas (fig. 19.4).

2. También se puede representar en forma de matriz de doble entrada, donde
cada interaccion se senala con un 1 (o con signo +) (cuadro 19.3).

3. A partir de los resultados se pueden calcular diversos parametros (Morin,
1999) que caracterizan la estructura de la red tréfica y su estabilidad (cuadro
19.4). Dichos parametros son:

— Conexiones reales (I.): namero de lineas de interaccion entre consumidores
y consumidos.

— Tamano de la red (S): nimero de especies en la red tréfica.

— Conectancia (C): proporcion de conexiones realizadas en nuestra red res-
pecto las conexiones totales que podrian darse {C=2L/[S(S-1)]}.

— Densidad de conexiones (L/S): nimero de conexiones por elementos de la red.

— Complejidad de conexiones (C-S): tamano de la red tréfica por conectancia.
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Figura 19.4:
Fstructura de la red trofica
en el arroyo Fuirosos

durante la primavera de
2002

Para construir una red
trofica completa

hay que estudiar

el contenido estomacal
de todos los estadios de
todas las especies



Cuadro 19.3:
Matriz de interacciones
troficas

Cuadro 19.4:

Célculo de los parametros
de la red trofica del arroyo
fuirosos, en la primavera
(véase figura 19.4)
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Sp, Sp, Sp, Sp, Sp; Sp; Sp, Sp,

Sp, + + - - + + -
Sp, - + + + - -
Sp; - - - + -
Sp, - - -

Sp, + +

Sps - -
Sp7 -
Sp,

— Numero de especies superiores: especies que no son depredadas por otras.

— Numero de especies intermedias: especies que representan tanto depredadores
como presas.

— Numero de especies basales: especies que son depredadas por otras, pero no
depredan sobre ninguna.

— Longitud de la cadena maxima: nimero de conexiones que hay en la cadena
trofica mas larga, desde las especies superiores (maximos depredadores)
hasta los elementos basales (Pimm 1982).

— Longitud media de las cadenas de la red trofica: longitud media de todas las ca-
denas descritas en la red.

— Numero de omnivoros: el de organismos que se alimentan de mas de un nivel
tréfico.

— Relacion depredador-presa (D/P): nimero de especies depredadoras entre el
numero de especies presas. Segun Jeffries y Lawton (1985), depredador es un
taxon que consume otro. Presas son aquellos individuos detritivoros, herbi-
voros o fungivoros. Las presas no pueden ser a su vez depredadores.

Parametro

/L, 137,000
S 44,000
Cc 0,145
L/S 3,110
C-S 6,380
Longitud media de las cadenas 1,920
Numero de especies superiores 22,000
Numero de especies intermedias 16,000
Numero de especies basales 6,000
Numero de omnivoros 5,000
D/P 0,230
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4. Para cuantificar los flujos de energia hay que conocer la biomasa de cada pre-
sa y consumidor en el tramo de estudio. Ademds es necesario cuantificar la
cantidad o proporcion de cada presa en la dieta, o una tasa de ingestiéon. Tam-
bién pueden utilizarse valores de la produccion secundaria de una especie.
Como todos estos calculos son largos y complejos, se aconseja que estos estu-
dios se realicen solamente en cadenas tréficas concretas que abarquen unos
pocos depredadores y sus presas.
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CAPITULO

Flujo de energia en el ecosistema.
Metabolismo fluvial

VICENC ACUNA, HELENA GUASCH, ADONIS GIORGI Y OTHANA IZAGIRRE

20.1. Introduccién

El metabolismo informa sobre los flujos de materia y energia a través de los eco-
sistemas, por lo que proporciona una de las visiones mas integradoras de su fun-
cionamiento (Enquist et al. 2003). El metabolismo de ecosistemas fluviales inclu-
ye la produccion primaria y la respiracion, y es altamente sensible a muchos
factores ambientales y de estrés, tales como los cambios en la cobertura del bos-
que de ribera (Hill et al. 2001), la cantidad de nutrientes (Guasch et al. 1995), la
contaminacion organica (Rutherford et al. 1991), la impermeabilizacién del le-
cho fluvial (Hill et al. 1998), la presencia de metales (Niyogi et al. 2002) o los
cambios en el régimen hidrolégico (Young y Huryn 1997), entre otros. El meta-
bolismo tiene significado y puede medirse de un modo preciso en cualquier tipo
de rios.

La produccion primaria se define como la tasa de formacion de materia organica a
partir de carbono inorganico via fotosintesis o quimiosintesis. En ecosistemas flu-
viales, la produccién primaria es realizada basicamente por organismos fotosin-
tetizadores, representando asi la conversion de energia solar en energia en forma
de enlaces quimicos. Parte de la energia fijada en la materia organica se pierde a
través de la respiracion (R), otra parte queda almacenada en forma de materia or-
ganica y constituye la produccion primaria neta (PPN), mientras que el total (respi-
rada mas almacenada) es la produccion primaria bruta (PPB):

367

El metabolismo fluvial
proporciona una vision
integradora del
funcionamiento del
ecosistema



Los cambios de O,
disuelto en el agua
pueden usarse para
medir fotosintesis y, en
menor medida,
respiracion

CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL
PPB= PPN +R (20.1)

En sistemas fluviales, ambos procesos metabélicos involucran cambios en el O, di-
suelto, en la biomasa (C ganado o perdido) y en el CO,. La fotosintesis oxigéni-
ca sigue de forma mayoritaria la siguiente estequiometria:

6CO0, + 12H,0 5 60,+ C,H,,0p+ 6H,0 (20.2)

El estrecho vinculo entre CO, y O,, y la mayor facilidad para medir O, en el agua,
explican que la mayor parte de estudios caractericen el metabolismo del C de for-
ma indirecta a través de los cambios en el O, disuelto. Las tasas de produccion de
O, pueden usarse directamente para cuantificar la producciéon primaria. En con-
traste con esta aproximacion, y debido al posible consumo de O, por nitrificacion y
por respiraciones aerébicas y anaerdbicas, el consumo de oxigeno s6lo puede con-
siderarse una cuantificacién aproximada de la respiracion. Asi pues, las estimacio-
nes de respiracion a partir del consumo de O, son s6lo validas en caso de ausencia

de fuentes importantes de amonio y de zonas anoxicas en el ecosistema acuatico.

El analisis de ambos procesos metabélicos es fundamental para comprender el fun-
cionamiento de los ecosistemas. El balance neto del ecosistema se define como la pro-
duccion neta diaria del ecosistema (PNE), que se calcula como la producciéon primaria
bruta menos la respiracion del ecosistema (RE), es decir, la energia disipada durante
24 horas en el ecosistema, ya sea por organismos autétrofos o heterétrofos. El co-
ciente P/R (o PPB/RE) expresa el balance de los procesos metabolicos en términos
relativos, y proporciona informacién sobre la importancia relativa de las dos fuentes
de energia que alimentan ecosistemas fluviales, produccion primaria autéctona o
importaciones de materia organica al6ctona. Asi, nos referimos a tramos fluviales au-
totrofos cuando la P/R es superior a 1 y heterétrofos cuando la P/R es inferior a 1.

20.2. Relevancia y objeto de las distintas aproximaciones
en la medida del metabolismo

20.2.1. PRINCIPIOS GENERALES

El metabolismo puede caracterizarse a distintos niveles jerarquicos, desde el in-
dividuo hasta el conjunto del planeta. En ecologia fluvial, Ia mayor parte de estu-
dios caracterizan el metabolismo respecto de la comunidad o del ecosistema.

Las medidas a escala de comunidad se pueden realizar con camaras en las que se
encierra una muestra de la comunidad de estudio (una piedra, una porcién de
arena del lecho, de hojarasca, un volumen determinado de agua con plancton) y
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se miden los cambios de oxigeno disuelto que resultan de la actividad biol6gica
durante el tiempo de incubaciéon (habitualmente en torno a 1-2 horas). La utili-
zacion de camaras permite caracterizar el metabolismo para los distintos sustra-
tos presentes en la comunidad benténica. Sin embargo, requiere medidas repeti-
das con el fin de incorporar la variabilidad temporal en cada sustrato y para
incorporar la variabilidad entre sustratos; asi que obtiene una estima del meta-
bolismo respecto del ecosistema. La técnica de medida de metabolismo con ca-
maras es relativamente sencilla de usar en rios pequenos y medianos, pero es me-
nos adecuada en rios de mayores dimensiones por la dificultad de cuantificar el
metabolismo en la columna de agua, macrofitos, etc. Por otro lado, la respiracion
hiporreica suele ser elevada, lo que exige usar camaras especiales y estimar el vo-
lumen del hiporreos.

Por el contrario, los métodos en cauce abierto permiten medir el metabolismo res-
pecto del ecosistema, aunque no cuantificar la contribuciéon de cada tipo de sus-
trato, ni la contribucion de la comunidad hiporreica. El uso combinado de ambas
técnicas (camaras y metabolismo abierto) permite obtener valores respecto del

ecosistema, asi como cuantificar la contribucion relativa de cada comunidad.

Sea a través de camaras o en abierto, las medidas de metabolismo mediante O, di-
suelto pueden transformarse a valores de C o a energia. Para la produccion pri-
maria, se asume un coeficiente fotosintético (CF) de 1,2, es decir, 1,2 moles de oxige-
no liberados por mol de carbono incorporado:

1 12

il 20.3
CF 32 (209)

gC=g0,

donde 12: peso atomico del C, y 32: peso molecular del O,

La conversion a calorias (cal) se consigue usando el factor 11,4 cal/mg C (Platty
Irwin 1973). Para la respiracién se asume un coeficiente respiratorio (CR) de 0,85 mo-
les de oxigeno consumidos por mol de carbono liberado:

gC=go0, CR;—Z (20.4)

20.2.2. SELECCION DE LA TECNICA ADECUADA

La seleccion de la técnica debe basarse en los objetivos del estudio y en las espe-
cifidades de cada técnica (cuadro 20.1). Una primera pregunta a plantearse es si
interesa conocer el metabolismo respecto de la comunidad o del ecosistema. En
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Cuadro 20.1:

Técnicas de medida de
metabolismo en rios,
requerimientos y
aplicaciones potenciales

La seleccion de la
técnica de medida debe
basarse en los objetivos
de estudio y considerar

las especificidades de
cada técnica

TECNICA 52

Técnica Requerimientos

Recirculatorias  Utilizar réplicas para incorporar
la variabilidad en cada sustrato

y entre sustratos

Sin circulaciéon  Utilizar réplicas para incorporar
la variabilidad en cada sustrato

y entre sustratos

Una estacion Tramo homogéneo en la
longitud integrada por la

medida de metabolismo

Dos estaciones ~ Tramo homogéneo de al menos
un tercio de la longitud
integrada por la medida de

metabolismo

CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

Aplicacion

Medidas de metabolismo en cuanto
al bentos o hiporreos. Ideales para
experimentos en laboratorio

Medidas de metabolismo respecto
de hiporreos o en rios con baja
velocidad

Medidas de metabolismo en cuanto
al ecosistema. Ideal para tramos
homogéneos donde se pretende
medir el metabolismo durante
periodos largos

Medidas de metabolismo en cuanto
al ecosistema. Ideal para realizar
medidas respecto del ecosistema en
rios con tramos heterogéneos

caso de estudiar el metabolismo en cuanto a la comunidad, debemos decidir si
nos interesa el bentos o la zona hiporreica. Para el bentos de rio se utilizan ca-
maras recirculantes, mientras que para el hiporreos o el bentos de rios muy len-
tos se pueden usar camaras sin recirculacion.

En el caso de estudiar el metabolismo respecto del ecosistema, hay que identifi-
car tramos homogéneos en cuanto a cobertura del bosque de ribera y geomorfo-
logia, e identificar si existen afluentes o aportes significativos de aguas subterra-
neas. Si se pretenden obtener medidas durante varios dias o meses, es aconsejable
usar la técnica de una sola estacion, mientras que la técnica de dos estaciones va
mejor en rios heterogéneos.

Técnica 52. Metabolismo fluvial: camaras

MATERIAL

— 3 camaras de incubacién transparentes.

— 3 camaras de incubacion opacas.

— Sonda de oxigeno con termistor (mejor disponer de varios aparatos).

DISENO GENERAL

Mclntire et al. (1964) introdujeron el uso de las camaras de respiraciéon equipa-
das con sistemas de recirculaciéon del agua para medir el metabolismo de la co-
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munidad bentdnica en rios sin necesidad de determinar la reaireacion con la at-
mosfera. La sencillez de la técnica ha permitido el amplio uso de las camaras en
las ultimas décadas.

El uso de camaras exige prestar atencion en determinados detalles. Asi, las incu-
baciones largas pueden verse afectadas por limitacion de nutrientes (que dismi-
nuyen durante la incubacion), y por la alteracién de las condiciones hidrolégicas.
Otra posible fuente de error son los cambios de temperatura ocasionados por las
bombas de agua, aunque esto se minimiza si la incubacién se efectia directa-
mente en el campo o se controla la temperatura mediante banos. También hay
que tener en cuenta que las camaras, generalmente, no incluyen la comunidad
hiporreica, responsable en muchos casos de buena parte de la respiracion del
ecosistema (Naegeli y Uehlinger 1997). Las principales ventajas del método son
que: a) permite la compartimentacion del ecosistema, caracterizando la contri-
bucién relativa de cada sustrato al metabolismo; b) permite relacionar las tasas
metabdlicas especificas de cada sustrato con los organismos que en ellos habitan;
y ¢) permiten la experimentaciéon en condiciones de laboratorio (Acuna et al.

2008) (fig. 20.1).

El tipo de camara a utilizar, su tamano y forma, dependen del tipo de sustrato y
del tipo de ambiente. Un aspecto primordial es cartografiar previamente el tra-
mo para determinar cuales son los sustratos mas frecuentes y si éstos varian esta-
cionalmente. También es conveniente caracterizar la heterogeneidad de veloci-
dades en el tramo, ya que la produccién cambia de los rapidos a los remansos. Por
ultimo, esta cartografia es necesaria para estimar la contribucién de cada tipo de
sustrato a la escala del tramo. La utilizacion de camaras permite obtener varias
medidas para cada tipo de sustrato, asi como representar todos los sustratos y am-
bientes, si esto fuera deseable. Es conveniente asociar los valores de produccién
a las medidas de irradiancia en cada incubacién.
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Figura 20.2:

Esquema de las camaras de
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Técnica 52a. Determinacion del metabolismo con camaras
recirculantes

Para obtener medidas fiables se precisa un minimo de tres camaras de incubacion
transparentes (para la produccién neta), tres camaras opacas (para la respira-
cioén) y al menos una sonda de oxigeno con sensor de temperatura. Las camaras
pueden construirse con metacrilato. Deben cerrarse herméticamente y estar pro-
vistas de un sistema de recirculacion, a través de un tubo conectado a una bom-
ba sumergible como las que se usan en los acuarios (figs. 20.2 y 20.3). De mane-
ra opcional se puede incluir una abertura para el electrodo de oxigeno, lo que
permite medir la concentracion de oxigeno en continuo. Si no se dispone de di-
cho dispositivo, se toman medidas de oxigeno al inicio y al final de la incubacion,
asumiendo que la concentracion varia de forma lineal. Normalmente éste es el
caso en incubaciones no superiores a la hora. Las camaras opacas deben ser igua-
les que las transparentes, pero hechas de metacrilato opaco, o si no, deben estar
cubiertas de forma que se impida la penetracién de la luz. Esto debe comprobar-

se con el sensor de luz.
Algunas recomendaciones a tener en cuenta son:

— Realizar una prueba previa de estanqueidad: llenar y tapar la camara sobre un
papel y observar que no existan pérdidas de agua.

— Realizar una prueba de estabilidad: medir el oxigeno de una camara llena de
agua corriente, y repetir la medida al cabo de dos horas para comprobar que
no entra oxigeno del exterior.

— Seleccionar sustratos cuyo volumen no exceda al 40% de la camara, a no ser
que la produccién de la comunidad sea muy baja.

— Calcular el volumen de cada camara. Después del experimento, estimar en el
laboratorio el volumen de agua desplazado por el sustrato introducido en

Bomba
sumergible

: 40 cm :

[ ] Tapadera

) '\ 30 cm

10 cm
Caucho
30cm
Vista lateral Vista en planta
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Figura 20.3:

Camaras con circulacion
(a) y sin circulacion

(b) de agua

cada caso y descontarlo del volumen total. Es importante numerar cada una
de las camaras con el fin de evitar confusiones.

— Realizar las incubaciones en tiempos adecuados para registrar variaciones ma-
yores al error del instrumento de medicién.

— Ajustar la velocidad a un valor cercano a la velocidad media en el tramo.

Las camaras de incubacioén se sitian en el lecho del rio para mantener la misma
temperatura del rio. Se recomienda utilizar tres camaras transparentes y tres ca-
maras opacas para poder incubar réplicas de uno de los sustratos para estimas de
produccion primero, y de respiracion acto seguido. Los distintos sustratos pue-
den, entonces, incubarse secuencialmente.

Colocar en cada una de las camaras el sustrato colonizado, teniendo cuidado de
perturbarlo lo minimo posible durante la extraccion. Llenar la camara con agua
del rio (evitar usar agua sobresaturada en oxigeno ya que de lo contrario se pue-
den producir burbujas de oxigeno) y medir la concentracion inicial de oxigeno.
Colocar la tapa con precaucion, para evitar la formacion de burbujas, y cerrar la
camara dentro del agua. Durante la incubacién, deben tomarse medidas de las
condiciones ambientales: temperatura del agua y luz incidente (PAR mediante un
sensor de luz). Al finalizar la incubacion, retirar el sustrato incubado y medir el vo-
lumen de agua. Para realizar una nueva incubacion renovar el agua de la camara.

Para sustratos rocosos, determinar la superficie incubada (cubriendo la superfi-
cie colonizada con un papel de aluminio que, posteriormente, se pesara en el la-
boratorio) y tomar una muestra del sustrato colonizado para su posterior analisis
de clorofila. La misma metodologia puede utilizarse si el sustrato es de hojarasca.
Los sustratos de arena, limo o arcilla se colocan en una bandeja o caja que evite
suremocion, pero debe tener perforaciones que permitan la circulacion de agua.
La superficie se calcula multiplicando la superficie de la bandeja por un factor
que represente la superficie de las particulas en funcién de su granulometria (Ro-
mani y Sabater 2001).
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Para medir el metabolismo de macroéfitos, elegir las especies mas abundantes e in-
cubar un fragmento. Determinar la clorofila de un fragmento y medir el peso
seco de toda la planta. Es necesario obtener una relacion entre el peso seco y la
superficie del macréfito.

La produccion neta de la comunidad (PNC) se obtiene a partir de las variaciones de
oxigeno en las camaras transparentes (ecuaciones 20.5 y 20.6). La respiracion de la
comunidad (RC) se obtiene a partir de la variaciéon de oxigeno en las cimaras oscu-
ras siguiendo la misma férmula utilizada para la PNC. La produccion primaria bru-
ta (PPB) se obtiene de sumar al valor medio de produccién de oxigeno en las ca-
maras transparentes, el valor medio (en valores absolutos) de consumo de oxigeno
en las opacas. Dado que la RC se ve afectada por los cambios de temperatura, se
recomienda utilizar las medidas simultaneas de PNCy RC (hechas, por lo tanto, a
la misma temperatura) para calcular la PPB. Asi, el valor de produccion primaria
por unidad de drea (en g O, m™® h™') o de clorofila (en g O, mg Chl™" h™') se ob-
tiene a partir de las expresiones siguientes:

Py, =2V (20.5)
Al S
A0,
PNC, : V. (20.6)

clorofila — Tt Chl

donde AO,: variacion de oxigeno disuelto durante la incubacién (g O, m™), At: du-
racién de la incubacién (h), V: volumen de agua dentro de la cimara (m®), S: su-
perficie de sustrato (m®), y Chl: contenido de clorofila del sustrato incubado. Este
valor puede transformarse a unidades de carbono utilizando los factores de co-
rreccion descritos antes.

Técnica 52b. Determinacion del metabolismo con camaras
sin circulacion

Las camaras sin circulacién se han utilizado en ambientes con mucha vegetacion
y con amplias zonas de aguas muertas que hacen imperceptible el flujo de agua
(Velasco et al. 2003, Vilches y Giorgi 2008). Ademas de ser ambientes con escasa
velocidad de agua, deben tener elevadas concentraciones de nutrientes para que
no se produzca agotamiento de los mismos durante la incubacién. En este caso,
suele ser conveniente utilizar periodos de incubacién menores debido a que la ele-
vada produccién puede acarrear sobresaturacion de oxigeno. También pueden
usarse en rios lentos pero oligotroéficos, donde es necesario utilizar tiempos de in-
cubacion mas largos (en torno a dos horas). El procedimiento es igual que el de
camaras con circulacion.
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Técnica 53. Metabolismo fluvial: métodos en cauce abierto
MATERIAL

Una o dos sondas de oxigeno con termistor y con capacidad de almacenaje de da-
tos. Para las medidas de reaireacion con gases trazadores se requiere material adi-
cional (véase Genereux y Hemond 1992).

DISENO GENERAL

La técnica de medida de metabolismo en cauce abierto, introducida por Odum
(1956), permite estimar la produccién y la respiracion respecto del ecosistema, y ha
estimulado multitud de estudios sobre metabolismo fluvial. El método se basa en el
andlisis del balance de masas del oxigeno disuelto en un tramo, y requiere infor-
macién de los cambios en el tiempo o en el espacio, asi como del intercambio de
oxigeno entre la columna de agua y la atmésfera (reaireaciéon). Sus principales li-
mitaciones son: a) su poca precision en sistemas oligotroéficos, donde los cambios
en la concentracion de O, disuelto son muy pequenos, y b) que no funciona en tra-
mos muy turbulentos, con altas tasas de reaireacion (McCutchan et al. 1998).

El balance de O, disuelto en un rio depende de la produccion, de la respiracion
y de la reaireacion (E). El flujo de reaireacion depende a su vez del déficit de satu-
raciéon de O, y del coeficiente de reaireacion.

C=PPB-R+E (20.7)
E=(C,-C)xk, (20.8)

donde C: concentracion de O, disuelto, C: concentracion saturante (varia en fun-
ci6én de la presion atmosférica y la temperatura), y kUQ: coeficiente de reaireacion.

Asi pues, I es positiva en casos de valores de oxigeno superior a la saturacion y
negativos en el caso contrario. Es decir, en condiciones de déficit de saturacion
de oxigeno el rio tiende a absorber este gas de la atmésfera, mientras que cuan-
do la saturacién esta por encima de 100% tiende a perderlo.

Los parametros metabélicos pueden estimarse mas facilmente en periodos de
buen tiempo que favorezcan cambios significativos de las concentraciones de O,
en condiciones hidraulicas estacionarias. Debido a que las variaciones diarias de
O, conllevan una minima variacién de las concentraciones de O, en el espacio, la
dispersion tiene un papel insignificante en las concentraciones de O,. Asi pues,
la hidraulica fluvial estacionaria, la ausencia de afluentes y el efecto negligible de
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la dispersiéon en las concentraciones de O, permiten describir la ecuaciéon de
transporte-reaccion del O, como:

aC aoC

—+u(x)— = P(x,t) —R(x,t) + k,, (x)[CY(x,t) - C] (20.9)

at dx :
donde ¢: tiempo, x: localizacion a lo largo del rio, C: concentracion de O, disuel-
to, v: velocidad media del agua en el rio, P: produccién de O, por producciéon pri-
maria, R: consumo de O, atribuido a la respiracion del ecosistema, C: concen-
tracion saturante de oxigeno, y k- coeficiente de reaireacion.

La ecuacion 20.9 describe, pues, la variacion temporal de la concentraciéon de O,

en funcién de la adveccién, produccion, respiracion y reaireacion.
SELECCION DEL TRAMO DE MUESTREO

El tramo debe ser homogéneo en cuanto a cobertura del bosque de ribera y geo-
morfologia, y no debe recibir afluentes o aportes significativos de aguas subterrane-
as. Asimismo, deben evitarse tramos con aportes puntuales de nutrientes o efluentes
industriales o urbanos. La seleccion del tramo adecuado es de vital importancia para
obtener resultados coherentes; de no ser asi, pueden obtenerse resultados erréneos.

La longitud del tramo no debe ser menor que la longitud integrada (LI) por las me-
didas de metabolismo en caso de usar la técnica con una estacién (Chapra y Di-
Toro 1991) (ecuacién 20.10), y no menor un tercio de LI, en caso de usar la téc-
nica con dos estaciones (McCutchan et al. 1998).

LI = (20.10)

| o
EE

donde v: velocidad promedio del agua (ms™), y k,,: coeficiente de reaireacion (s™).

En el momento de seleccion del tramo de muestreo deben considerarse siempre
combinaciones de vy k, que resulten LI maximas para el tramo examinado. Una
vez realizados estos cdlculos, si se cuenta con tramos homogéneos de longitud ma-
yor a LI, se podra elegir entre las técnicas de una o dos estaciones. Por el contra-
rio, si el tramo homogéneo es inferior a LI, deberemos usar la técnica con dos es-
taciones. En el caso ilustrado en la figura 20.4, la longitud del tramo necesario
para estimar el metabolismo con la técnica de una estacion es de 1,8 km, mien-
tras que en la longitud minima la técnica de dos estaciones es de 600 m. En estas
condiciones, el metabolismo fluvial de tramos cubiertos podria ser evaluado me-
diante la técnica de una estacion en las estaciones 1 o 2, ya que el tramo homo-
géneo aguas arriba de estas estaciones es mas largo que LI En cambio, no podria
ser evaluado en la estacion 5, ya que el tramo cubierto aguas arriba es menor que
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Nota: El tramo de 2 km empieza con una seccion cubierta entre 1y 2. Aguas abajo de 2, la cobertura del bos-
que se ve reducida y la luz que llega al rio es entre uno y dos 6rdenes de magnitud superiores. El tramo sin co-
bertura tiene una longitud de 2 km (entre las estaciones 2y 4). Aguas abajo de la estacién 4, la cobertura del
bosque de ribera es otra vez elevada. El tramo entre las estaciones 4 y 5 tiene una longitud de 700 m.

LI La técnica de dos estaciones podria ser usada entre las estaciones 1y 2, pero no
entre 4y 5, ya que la longitud del tramo entre 4 y 5 no es suficiente para detectar
cambios significativos en O, disuelto. Para medir el metabolismo en tramos sin co-
bertura, s6lo podria usarse la técnica de dos estaciones entre las estaciones 2y 4.

En ambas técnicas, es preferible que los electrodos para la medida de oxigeno se
coloquen en puntos donde exista una buena mezcla de agua, pues de lo contra-
rio los valores de oxigeno pueden variar considerablemente a lo ancho del rio. Si
se pretenden realizar varias medidas de metabolismo en distintos momentos del
ano, se marcan claramente y de forma no perecedera los extremos del tramo, por
ejemplo, mediante cintas de colores colgadas en ramas del bosque de ribera.

CARACTERIZACION HIDROLOGICA DEL TRAMO DE ESTUDIO

Tanto si se usa la técnica con una o dos estaciones, hay que caracterizar la hidro-
logia del tramo de estudio y estimar el tiempo medio de viaje del agua. En caso
de realizarse la técnica con dos estaciones, hay que caracterizar el tramo situado
entre ambas estaciones. Si se usa la técnica con una estacioén, hay que caracterizar
un tramo no inferior a un tercio de LI Se recomienda usar solutos conservativos

tales como el cloruro (CI") o el bromuro (Br") (capitulo 4). Estas adiciones pue-
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Figura 20.4:

Tramo fluvial del rio Necker,
Suiza

La caracterizacion
hidrolégica del tramo se
hace mediante adicion
de solutos conservativos



Figura 20.5:
Concentraciones de Br™ al
inicio y final del tramo de

estudio obtenidas con el
uso de un solo electrodo
especifico para Br™ (rio
Lutteren, Suiza). T es el
tiempo medio de viaje
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den realizarse de forma continua o bien instantanea. El uso de CI tiene las ven-
tajas de su facil adquisiciéon en forma de sal comin (NaCl) y facil cuantificacion
indirecta en forma de conductividad eléctrica. En cambio, el Br™ es mas dificil
de conseguir y requiere utilizar electrodos especificos, aunque presenta la venta-
ja de poder detectarse a muy bajas concentraciones, por lo que su uso es reco-
mendado en rios de mas de 0,5 m®s™. Asi, se disuelve ClI” o Br” en un recipiente
lleno de agua del rio. Una vez mezclado, se echa al rio en un punto en que la so-
lucién pueda mezclarse facilmente por toda la seccion del rio. El punto de adi-
cioén debe situarse siempre aguas arriba del inicio del tramo de interés, para per-
mitir la mezcla completa. La longitud de este tramo de mezcla debe determinarse
en funcién de las dimensiones y la hidrologia del tramo de estudio.

La concentracion de CI” (o conductividad eléctrica) o Br deben ser medidas y re-
gistradas de forma continua desde el inicio de la adicion al inicio y al final del tra-
mo. Si no se cuenta con dos electrodos, puede medirse la concentracién del so-
luto conservador en el inicio del tramo hasta alcanzar el pico de concentracion,
y acto seguido, situarse el mismo electrodo al final del rio. Esta alternativa per-
mite caracterizar el tramo con un solo electrodo, aunque se pierde parte de la in-
formacion (fig. 20.5).

El tiempo medio de viaje (t) se calcula como el tiempo transcurrido entre los picos
de las concentraciones de Br~ entre el inicio y final del tramo. La velocidad me-
dia se obtiene dividiendo la longitud del tramo de estudio por .

DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE REAIREACION
La determinacién del coeficiente de reaireacion presenta dificultades, aunque
existe una variedad de métodos para estimarlo (Hornberger y Kelly 1975, Thyssen

et al. 1987, Genereux y Hemond 1992).
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El procedimiento mas preciso es la medida directa en la que se usan gases traza-
dores como propano (C,H,) o hexafluoruro de azufre (SF;) cada vez que se mide
el metabolismo. Dado el esfuerzo necesario para ello, muchos investigadores pre-
fieren utilizar estimaciones del coeficiente de reaireaciéon que luego calibran con
unas pocas medidas directas con gases trazadores (no menos de cuatro). En el
caso de no poder realizar medidas directas del coeficiente de reaireacion, pueden
usarse de forma exclusiva estimaciones, aunque la fiabilidad de las medidas de
metabolismo puede verse gravemente afectada.

Técnica 53a. Determinacién de la reaireacion a partir
de la evasion de gases trazadores

Las adiciones de gases trazadores deben realizarse de forma simultdnea con las
adiciones de solutos conservativos, ya sea Cl” o Br™. El C,H; es barato y facil de ad-
quirir, mientras que el SF; es mas facil de detectar por cromatografia de gases.

El gas trazador se inyecta a tasa constante en el mismo punto y de manera simul-
tanea con la adicion de CI” o Br™. El flujo de gas puede regularse mediante un re-
gulador de presion (fig. 20.6a) y debe ser inyectado a través de un difusor que fa-
vorezca la mezcla (fig. 20.6b). Las muestras de agua para el andlisis de los gases
trazadores se toman cuando el trazador se encuentra mezclado en todo el tramo
en un estado estacionario, es decir, cuando al final del tramo se alcanza el pico
de concentracion del soluto conservativo. En ese momento, se toman como mi-
nimo muestras al inicio y final de tramo, aunque también pueden tomarse mues-
tras en puntos adicionales a lo largo del mismo. Estas muestras de agua deben
transportarse al laboratorio en recipientes estancos, y pueden tomarse con jerin-
guillas de triple valvula (fig. 20.6c y d) o bien en contenedores tipo vacutainer. En
cualquier caso, la toma de muestras debe realizarse siempre debajo del agua para
evitar la fuga de gases durante el muestreo.

Las muestras de agua son transportadas al laboratorio, donde se analizan con un
cromatografo de gases. Una descripcion mas detallada del método puede encon-
trarse en Cirpka et al. (1993). Una vez estimada la concentracion del gas trazador,

el coeficiente de reaireacion se calcula como:

k,(T)=In 2 1 (20.11)
‘ C[ T

donde 7: tiempo medio de viaje (minutos) entre el inicio y final del tramo, C:
concentracion del gas trazador en el inicio de tramo, y (Oh concentracion del gas
trazador al final de tramo.
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El paso mas critico en
las medidas abiertas del
metabolismo es la
determinacion del
coeficiente de
reaireacion

La evasion de gases
trazadores es el método
mas fiable para
determinar el coeficiente
de reaireacion



Figura 20.6:

a) Deposito de gas trazador
y regulador de presion, b)
difusores de gas, c) toma de
muestras de agua para
andlisis de gases, y d)
Jeringuillas de triple valvula

La macro 20.2 permite
calcular el coeficiente
de reaireacion mediante
gases trazadores

El coeficiente de
reaireacion depende de
la temperatura, por lo
que hay que recalcularlo
cuando ésta varie
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k,, se calcula a partir de la k, obtenida con el gas trazador. Asi, debe multiplicarse
la k, por 1,4 en el caso de usarse SF, o C;Hg (Wanninkhof et al. 1990). Estos fac-
tores de conversion se basan en la aplicacion de modelos de renovaciéon de su-
perficie en los que se usan los coeficientes de reaireacion de gases trazadores y de
oxigeno. El coeficiente de reaireacion depende de la temperatura, segin descri-
be la ecuacién 20.12 (Thyssen et al. 1987):

k(T)=k

2(20

)1,024”-2") (20.12)

donde kg: coeficiente de reaireacion medido, k.. : coeficiente de reaireacion a un

'7(20)
temperatura estandar de 20 °C, y T: temperatura (°C).

La relacion entre coeficiente de reaireacion y temperatura permite estimar k,
para distintas temperaturas.

Técnica 53b. Estimaciones de reaireacion segun las caracteristicas
hidraulicas y geomorfoldgicas del tramo de estudio

En la bibliografia (cuadro 20.2) hay numerosas formulas empiricas para calcular
el coeficiente de reaireacién. Dichas férmulas se basan en variables hidraulicas
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Ecuacion Autores y afio de publicacion
ke, = 32,69 P43 0278/ 1,408 Bennett y Rathbun 1972
kg, = 5,58 %807 / 1.8 Bennett y Rathbun 1972
ke, = 186,07 (vs)"*/d Cadwallader y McDonnell 1969
ko, = 0,0217 v*%°/ d*** §°5% Churchill et al. 1962
ko, = [(59,17 (1 + N?) (vs)"™)/d (0,9 + N)*°]- Dobbins 1965
[(coth 4,1 (vs)®)/ (0,9 + N)*]
ko, = 173,01 (vs)'**/d"* Krenkel y Orlob 1963
ko, = 5,14 v/d"* Langbein y Durum 1967
kg, = 6,91 RV Owens et al. 1964
ko, = 5,35 v*/d"* Owens et al. 1964
ko, = K’(AH/AX) v (método de la disipacion de energia) Tsivoglou y Neal 1976

K’:0,0162 m™ (cuando Q=0,75-90 m’s’) y 0,033 m™ (cuando Q= 0,03-0,3 m’s'); AH/AX (m m™): pendiente
de la superficie del agua; v (m s™): velocidad del agua; d (m): profundidad del agua; s(m m™): pendiente del
tramo; N: numero de Froude.

como velocidad del agua, profundidad, pendiente del tramo, velocidad de fric-
ciéon o numero de Froude. Aunque su fiabilidad es irregular (Generaux y He-
mond 1992), el calculo de los parametros necesarios en las ecuaciones empiricas
requiere caracterizar la morfologia del tramo de estudio (técnica 5). Para obte-
ner datos en continuo de parametros como velocidad, pendiente de la superficie,
y profundidad del agua, es necesario tener datos en continuo del caudal y la des-
cripcion morfolégica del cauce para después calcular los parametros requeridos
mediante modelizacion hidraulica.

Técnica 53c. Estimaciones de la reaireacion segun la variacion
nocturna del oxigeno

El método de la variacién nocturna del oxigeno (Hornberger y Kelly 1975) se
basa en el descenso de la concentracion de oxigeno que ocurre durante la noche.
Para aplicar este método se necesita medir en continuo la concentracion de oxi-
geno y la temperatura durante toda la noche. Es recomendable disponer de me-
didas cada 10-15 minutos, ya que cuanto mas frecuentes sean las medidas mayor
sera la probabilidad de que obtengamos un valor significativo para la constante
de reaireacion. Esta medida se basa en la premisa de que la fotosintesis, y con ello
la produccion de oxigeno, se paraliza al anochecer hasta el amanecer siguiente.
Por lo tanto, durante la noche la respiracion causa la disminucién de la concen-
traciéon de oxigeno y, al principio, se detecta una fuerte bajada, hasta que llega a
un equilibrio. Paralelamente, la reaireacion actia acercando las concentraciones

de oxigeno a la saturaciéon. En una regresion lineal que represente datos noctur-
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Cuadro 20.2:

Fcuaciones empiricas para
calcular el coeficiente de
reaireacion (k,,)



Figura 20.7:

Regresion lineal entre d C/dt
yC-C para determinar la
constante de reaireacion
(ky,= 0,061 h).

La macro 20.3 permite
calcular el coeficiente
de reaireacion mediante
la caida nocturna de
0Xigeno

Para medir el
metabolismo en abierto
hacen falta datos de O,

y temperatura en
continuo durante,
al menos, 24 horas

TECNICA 53 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

0,05

y =0,061x-0,19
0,00 1 C )
r?=0,96

-0,05

-0,10

-0,15

-0,20

dC/dt (mg L' h-1)

-0,25

Cs—-C(mgL?)

nos de la concentraciéon de oxigeno en continuo en intervalos de tiempo (dC/d¢)
respecto del déficit de saturacién de oxigeno en el agua (C-C) (fig. 20.7), la pen-
diente de la linea sera la constante de reaireacion. Este método funciona mejor cuan-
do los cambios nocturnos del déficit de saturaciéon son marcados. Su efectividad
es menor cuando la produccién es baja o cuando la reaireacion es tan alta que las
concentraciones de oxigeno se mantienen cerca de la saturacion.

Técnica 53d. Medida del metabolismo con una estacion

Para medir el metabolismo en cauce abierto es necesario obtener datos en conti-
nuo y sincronizados de O, disuelto y temperatura a intervalos de 10-20 minutos.
El periodo de mediciones, como minimo, debe ser de un dia, aunque se reco-
mienda tomar medidas durante, al menos, tres dias para descartar posibles erro-
res. La técnica para medir la PPBy RE con una estacion se basa en la técnica des-
crita por Odum (1956). La ecuaciéon 20.13 describe el calculo de la tasa
metabolica neta basandose en la variacion temporal del O, disuelto:

PNEi = [%w% . —C)]z (20.13)

donde PNEi: tasa instantdnea de produccion neta del ecosistema (g O, m>d™), C:
concentracién de oxigeno disuelto (g O, m™), C: concentracién saturante de O,
(g0, m™), kaz : coeficiente de reaireacion (d™), y z: profundidad media del tramo (m).

En este caso, la derivada de C se calcula como el cambio de la concentracion de
O, disuelto entre medidas consecutivas de O,. El coeficiente de reaireacion se es-
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tima mediante los distintos métodos detallados en la secciéon anterior, y debe
adaptarse a la temperatura del momento usando la ecuacion 20.12. C se calcula
a partir de los datos de temperatura (7)) usando la ecuacion 20.14 (APHA 1992).

1,5757-10° _ 6,6423 - 10 N 1,2438-10" _8,6219 10"

In(C,) = -139,344 + = = T

(20.14)

Por otro lado, hay que definir el inicio de la noche y el dia, bien a partir del mo-
mento en que la radiacién fotosintéticamente activa sobrepasa los 2 tE m™ s™,

o alternativamente, utilizando las horas oficiales de puesta y salida del Sol.

La PNE se calcula sumando las PNE: de todo el dia. La tasa diaria de respiracion,
o RE, se calcula sumando las PNEi obtenidas durante la noche y la tasa de respi-
racion diurna estimada a partir de la extrapolacion entre los valores de PNE: unas
hora antes de la salida del sol y una hora después de su puesta (fig. 20.8). Final-
mente, la produccion diaria, o PPB, se calcula como la suma de PNEy RE.

Se han disenado varias aplicaciones para el calculo del metabolismo a partir de
medidas en continuo en cauce abierto (Izagirre et al. 2007). Tal como se refleja
en la figura 20.8, esta técnica asume que la RE durante el dia es similar a la de la
noche, cosa que es probablemente errénea. La RE con luz diurna es, con toda pro-
babilidad, superior a la que se da en condiciones de oscuridad debido a la foto-
rrespiracion, a un incremento del componente autotrofico de la RE, y a la mayor
actividad heterotrofica ligada a la disponibilidad de exudados celulares de la co-
munidad algal. La respiracion del perifiton esta especialmente vinculada a la luz,
y sus valores en ausencia de la misma pueden ser incluso la mitad que con luz, per-
mitiendo unas estimaciones correctas de PPNy de RE durante la noche, pero sub-
estimando la PPB. La luz del Sol puede también incrementar la degradabilidad
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La macro 20.4 permite
calcular el metabolismo
mediante el método de
la estacion (nica

La técnica de |a estacion
(nica asume que la
respiracion es constante
durante todo el dia, lo
que a menudo no es as

Figura 20.8:

Extrapolacion de los valores
de respiracion diuma a
partir de los valores de PNEi
previos a la salida del Sol y
posteriores a la puesta del
Sof (rio Necker, Suiza)



Si hay aportes
importantes de agua
subterranea al tramo,
hay que tener en cuenta
su influencia sobre el
balance de oxigeno
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de la materia organica disuelta, incrementando asi la respiraciéon heterotréfica.
Actualmente, estas limitaciones metodologicas pueden superarse con el uso de los
is6topos de oxigeno (Venkiteswaran et al. 2007, Tobias et al. 2007), aunque la com-
plejidad de esta técnica va mas alla del objetivo de este capitulo.

Técnica 53e. Medida del metabolismo con dos estaciones

La medida de PPBy RE con dos estaciones se basa en la técnica descrita por Mar-
zolf et al. (1994), con las posteriores modificaciones sugeridas por Young y Huryn
(1998) para el calculo de la reaireacion. La ecuacion 20.15 describe el calculo de
la tasa metabélica neta basandose en la variacion espacio-temporal del O, disuelto:

— CO
T

PNEi = [C' ke, (C, —Ca):lz (20.15)

donde PNEi: tasa instantanea de produccion neta del ecosistema (g O, m*d™), C:
concentracion de oxigeno disuelto al tiempo ¢ (g O, m™), (,: concentracién de
oxigeno disuelto al tiempo 0 (g O, m™), 7: tiempo medio de viaje de retraso en-
tre las dos estaciones (min), k, : coeficiente de reaireacion (d™"), C,: valor pro-
medio de la concentracion saturante de oxigeno (g O, m™) entre inicio y final del
tramo de estudio, C,: valor promedio de la concentracion de oxigeno entre ini-

cioy final del tramo de estudio, y z: profundidad media del tramo de estudio (m).

C,y G, corresponden, respectivamente, a las concentraciones en la estaciéon de rio
arriba y de rio abajo con un tiempo medio de viaje de retraso (7) (min). Las PNE,
PPBy RE se calculan del mismo modo que con una sola estacion.

Una asuncion de las dos técnicas de cauce abierto es que las contribuciones de
agua subterranea al tramo de estudio sean minimas, puesto que altas contribucio-
nes de agua subterranea con concentraciones bajas de oxigeno darian valores de
RE mayores a los reales, asi como valores de PPB menores a los reales. Hall y Tank
(2005) propusieron un método para corregir las estimaciones del metabolismo
en cauce abierto en caso de conocer la contribucion de agua subterranea y su

concentraciéon de oxigeno:

Cz_CO +
T

kOg sa a 5

PNEi:[ (c,-c )]Z—%(cw-q) (20.16)

donde C,,,: concentracion de oxigeno disuelto en el agua subterranea (g O, m™),

Q.. aportacion de caudal de agua subterranea al tramo (m’ min™), y A: drea del

tramo de estudio (m?).
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Q... puede estimarse a partir del incremento neto de caudal entre el inicio y el fi-
nal del tramo. C

subt

puede medirse en muestras de agua de pozos, aunque también
puede asumirse anoxia en el peor de los casos. En el muestreo del agua subte-
rranea, es importante no confundir agua subterranea con agua hiporreica, esta

dltima en continuo intercambio con el agua superficial.
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CAPITULO

Uso de rios artificiales en ecologia fluvial

HELENA GUASCH Y ALEXANDRA SERRA

21.1. Introduccién

Los rios artificiales se llevan utilizando, desde hace décadas, para el estudio de al-
gas, invertebrados y peces. Se trata de canales de dimensiones reducidas que sim-
plifican las condiciones naturales de los ecosistemas fluviales, aunque mantienen
sus caracteristicas de aguas corrientes, incluyendo una parte de la comunidad bio-
l6gica. Estos mesocosmos que simulan ecosistemas fluviales, permiten controlar las
condiciones ambientales y proporcionan la oportunidad de examinar cuestiones
cientificas que no pueden ser abordadas directamente en estudios de campo. En
algunos casos es indispensable la experimentacién a una escala intermedia entre
la escala de campo, donde el investigador tiene muy poco control sobre las varia-
bles ambientales, y los experimentos en el laboratorio, donde las variables estan es-
trictamente controladas. En estas circunstancias, el uso de canales artificiales es
una opcion a considerar (Guasch et al. 2005, Lamberti y Steinman 1993).

Esta aproximacion, sin embargo, tiene limitaciones. El control de las condiciones
ambientales exige simplificar el sistema, hecho que dificulta en muchos casos la re-
produccion de las caracteristicas tanto estructurales como funcionales de un eco-
sistema fluvial, limitando asi la extrapolacion de los resultados (cuadro 21.1). Estas
limitaciones pueden superarse con estudios combinados entre el laboratorio y el
campo, que incluyan experimentaciéon en condiciones controladas (utilizando ca-

nales) y la validacion de los resultados obtenidos mediante muestreos de campo.
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Cuadro 21.1:

Resumen de las ventajas
y limitaciones asociadas
al uso de canales

en ecologia fluvial

CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

Ventajas Limitaciones

— Control de variables ambientales

— Replicacion y significacion estadistica

— Permiten modificar las condiciones
ambientales (nutrientes, luz, velocidad
del agua...) y las interacciones
biologicas (depredacion, herbivoria...)

— Permiten trabajar con comunidades y
analizar efectos directos e indirectos

Simplificacion del ecosistema fluvial
Dificultad para mantener poblaciones

o comunidades parecidas a las naturales
Dificultad en reproducir los procesos
que ocurren a escala mayor

Dificil extrapolacion de los resultados
obtenidos a nivel de ecosistema natural
Coste de las instalaciones y de su

de los tratamientos mantenimiento
— Mayor grado de realismo que los — Elevado consumo de agua (en sistemas
estudios de laboratorio abiertos de dimension mediana o
grande)

En general, el uso de canales en ecologia fluvial permite: a) tratar cuestiones que
no pueden ser estudiadas mediante ensayos de laboratorio u observaciones de
campo, b) mejorar el conocimiento del funcionamiento del ecosistema fluvial es-
tudiando sus mecanismos, y ¢) contribuir directamente al desarrollo y al ensayo
de modelos para predecir respuestas a escala de ecosistema. El diseno debe ade-
cuarse a las caracteristicas del estudio (tipo de organismo o comunidad estudia-
dos) y a las variables utilizadas para evaluar su respuesta (cambios estructurales
y/o funcionales). El grado de realismo depende de la semejanza entre la dimen-
sion y complejidad del sistema de canales y las del ecosistema que se pretende
examinar (Harris et al. 2007). Las limitaciones asociadas a la escala de estudio
pueden ser compensadas mediante estudios de campo destinados a validar los re-
sultados obtenidos.

21.2. Tipologia

Se han construido canales de formas y dimensiones muy variadas, y han sido uti-
lizados para un amplio rango de aplicaciones. Se han planteado preguntas muy
diversas, que van desde la ecologia del perifiton y su respuesta a los nutrientes, a
los estudios de crecimiento y supervivencia de invertebrados, la respuesta a las
perturbaciones, la dinamica de la colonizacién, o las interacciones bioldégicas
(herbivoria y depredacion). Los sistemas de canales que se utilizan en ecologia
fluvial pueden estar localizados in situ, normalmente en las orillas de un rio del
que se deriva el agua; alternativamente, pueden construirse lejos del rio, bien al
aire libre o bien en el interior de un laboratorio. En este ultimo caso se puede
ejercer un mayor control sobre las condiciones ambientales de caudal, luz y tem-
peratura (fig. 21.1). Los canales usan agua derivada de una fuente proxima, ya sea
un rio, o agua de la red previamente tratada. Este suministro de agua puede ser
unidireccional (es decir, en continuo) o recirculado (en que el caudal vuelve a
entrar en el canal, usualmente a partir de un depésito). El flujo unidireccional es
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preferible dado que maximiza la proporcién agua/biota, con lo que son minimos
los efectos de la actividad biologica (principalmente procesos de fotosintesis y res-
piracion) sobre el medio. En este caso, si el diseno experimental requiere mani-
pular las caracteristicas quimicas del medio (por ejemplo, incremento en la dis-
ponibilidad de nutrientes), es necesario disponer de un sistema capaz de
mantener un flujo constante de adicion (por ejemplo, mediante bombas peris-
talticas) durante la duracién del experimento. Si la cantidad disponible de agua
es un problema, se puede optar por un sistema de recirculacion. En este caso, es
fundamental mantener la cantidad de agua lo mas elevada posible, lo que se con-
sigue usando un deposito grande conectado a cada uno de los canales, y renovar
el medio con frecuencia (por ejemplo, dos veces por semana). En todo caso, la
frecuencia de renovacion del agua se debe optimizar mediante el seguimiento de
las variaciones fisicas y quimicas ocurridas en los canales. Estas diferencias debe-
rian mantenerse siempre por debajo del 20%. Esta solucién permite un impor-
tante ahorro de agua, pero tiene como inconveniente el trabajo asociado a los re-
cambios de agua y a los analisis quimicos, y el menor control de las condiciones
experimentales que en el diseno de flujo unidireccional.

El objetivo cientifico debe determinar la dimension y caracteristicas del sistema
de canales utilizado. Los canales permiten la replicabilidad de los andlisis, tan
compleja en sistemas naturales, pero ello exige asegurar que todos los canales de
un experimento sean idénticos (Harris et al. 2007, Lamberti y Steinman 1993).
Los canales de pequenas dimensiones (proximos a 1 m) permiten estudiar la eco-
logia de las comunidades microbianas y explorar la influencia de factores clave
como la velocidad del agua, la temperatura, el pH, la irradiancia o la concentra-
cién de nutrientes. La inclusion de herbivoros exige una mayor superficie de ca-
nal (1-5 m de longitud), que proporcione el alimento suficiente para estos orga-

Ecosistema Rio artificial
in situ exterior interior
102-103 101-10? 101-102 100-10! Escala (metros)

Aplicaciones

- Perifiton

< """ r Invertebrados

<« "~ r Peces
Control

B GEEEEEEEEEERE ~ Flujo

- €------------- < Quimica agua

- Luzy T°C
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Esquema comparativo de la
dimensién, aplicaciones,
control de las condiciones
ambientales, replicabilidad
y realismo en estudios de
ecologia fluvial basados en
la manipulacion del
ecosistema, en canales
situados in situ, canales
ubicados en el exterior pero
alejados del rio, y canales
ubicados en el interior
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Figura 21.2:
Ejemplos de distintos
modelos de canales

Nota: a) Canales de la estacion limnolégica de Lunz am Zee, Austria, situados en el exterior y alimentados
con el agua de un rio cercano. b)El fondo del canal esta cubierto por sustratos naturales. ¢) Canales con recir-
culacion situados en el interior de un laboratorio en la Universidad de Girona. El fondo estd recubierto con
sustratos artificiales (cristales esmerilados) colonizados con perifiton. (Autorizacién de T. Batin para la reali-
zacion de fotografia.) d) Cada uno de los canales vierte en un depésito situado en el interior de un bano re-
frigerado. €) Una bomba sumergible devuelve el agua al inicio del canal.

nismos (Ledger et al. 2006, Wong et al. 2004). Si se incluyen varias especies de in-
vertebrados o peces, sus requisitos de habitat especificos obligan a realizar dise-
nos mdas complejos y mayores (mayor longitud, anchura y profundidad), que in-
corporen distintos tipos de sustrato (rocas, gravas, limos, etc.) y condiciones
hidrolégicas (alternando rapidos y pozas). En este caso de complicacion extrema,
dificilmente podran ser ubicados los canales en recintos cerrados. El diseno final
debe ser fruto del compromiso entre la replicabilidad y el realismo. LLa reduccion
de la escala permite aproximarse al grado de replicacién 6ptimo en términos es-
tadisticos. Sin embargo, el cambio de escala suele ir asociado a una simplificacion
del sistema y a una disminucién del realismo. En términos generales, es mas sen-
cillo estudiar de manera experimental la ecologia de rios pequenos. Cuanto mas
se acerca la dimension del sistema de canales a la del sistema sobre el que se quie-

re experimentar, mas realismo se obtiene.

21.3. El diseno: consideraciones generales

El tamano de los canales debe ser suficiente para: a) permitir el desarrollo y su-
pervivencia de los organismos a estudiar, b) permitir la expresion de los factores
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que se pretenden controlar, y ¢) evitar al maximo el impacto sobre la biota du-
rante los muestreos.

21.3.1. REPLICAS

El nimero total de canales necesarios varia en funcion del nimero de factores es-
tudiados y de la magnitud del gradiente que se pretende evaluar (Navarro et al.
2000). Para estudiar la respuesta de una variable a un tnico factor, como por
ejemplo la presencia de una concentraciéon determinada de toxico, hay que com-
parar la variabilidad experimental con la debida al factor analizado. Por tanto, se
necesita utilizar un minimo de tres canales control y tres canales sometidos al fac-
tor que estudiamos. El canal es la unidad experimental, por lo que las muestras
tomadas del mismo canal son consideradas réplicas analiticas. Los resultados ob-
tenidos se pueden comparar mediante un test ¢ de Student, o en el caso de que haya
mas de un tratamiento (por ejemplo, dos concentraciones de toxico), mediante
un analisis de la varianza (ANOVA) de un factor. Este diseno permite estudiar as-
pectos tales como la limitaciéon de luz o nutrientes, comparando la actividad del
perifiton en canales control con otros que reciben mas luz o nutrientes; la herbi-
voria, comparando canales con y sin herbivoros, o la depredacion comparando
canales con y sin depredadores. Para estudiar la interaccion entre dos factores,
hay que anadir al menos tres canales sometidos al segundo de los factores, y tres
con ambos factores a la vez (12 canales en total), y analizar los datos mediante un
ANOVA de dos factores.

En otras ocasiones, el objetivo es analizar el efecto de un determinado factor en
funciéon de su intensidad. En este caso, lo ideal es seguir un disenio de tipo expo-
nencial: se suelen utilizar tres canales control y un minimo de seis canales some-
tidos a niveles crecientes del factor que se pretende estudiar. Idealmente, el gra-
diente debe incluir un nivel en el que los efectos sean presumiblemente sutiles,
varios niveles con efectos aparentes, y otros con efectos muy marcados. El ajuste
de los resultados obtenidos (tres controles y seis niveles crecientes) a un modelo
de regresion permite establecer el tipo y magnitud de la respuesta en funcion del
factor estudiado. Como hemos descrito, en el diseno exponencial s6lo hay répli-
cas de los controles, estando cada uno de los demas canales sujeto a una concen-

tracion diferente.
21.3.2. DURACION

Los experimentos pueden tener una duracion de hasta varios meses, dependien-
do del tiempo de respuesta de los organismos estudiados (horas en bacterias, dias
en algas, semanas en invertebrados y meses en el caso de los peces), y de la esca-
la de complejidad biolégica escogida (poblacién, comunidad o ecosistema).
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TECNICA 54 CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL
21.3.3. TIPO DE SUSTRATO

El sustrato en 1a base de los canales puede ser basicamente de dos tipos: natural (ro-
cas, gravas, sedimento, materia organica...) o artificial (cristal, ceramica, metacri-
lato, plastico...). Es importante escoger bien el sustrato, ya que éste determina la
estructura de las comunidades que se desarrollan. El sustrato artificial proporcio-
na una mayor homogeneidad y simplicidad que el natural, y es recomendable en
estudios realizados a escala microbiana. En este caso se utilizan sustratos artificia-
les de pequena dimension (centimetros), que permitan tomar gran ndmero de
muestras comparables. Los sustratos naturales permiten incrementar el grado de
complejidad del fondo del canal, la variabilidad del flujo y la variedad de procesos
que se desarrollan, y asi acercarse mas a las caracteristicas de los rios reales. Se uti-
lizan para estudios a escala de comunidad de invertebrados o peces y para el estu-
dio de procesos a escala de ecosistema (por ejemplo, dindmica de nutrientes).

Los rios artificiales deben ser colonizados por organismos, lo que se puede reali-
zar de dos formas: a) incubar los sustratos del canal en un rio durante un perio-
do suficiente para que sean colonizados de forma natural, y transferirlos luego
a los canales, o b) anadir un in6culo directamente a los canales. El in6culo se
extrae de un rio de referencia con caracteristicas quimicas parecidas a las del sis-
tema de canales utilizados.

21.3.4. CONTROL DE LA VARIABILIDAD EXPERIMENTAL

El diseno debe permitir un ajuste preciso de las condiciones de luz, caudal, velo-
cidad y quimica del agua, que garantice la homogeneidad entre canales y la esta-
bilidad en el tiempo. La variabilidad entre canales, aunque inevitable, determina
el limite de deteccion de los efectos causados por el factor o factores estudiados.
Estos s6lo pueden ser detectados si superan a la variacién entre réplicas (canales

con un mismo tratamiento).

Técnica 54. Diseno de rios artificiales en laboratorio

Esta técnica permite realizar un diseno experimental complejo, pudiéndose es-
tudiar tanto la respuesta a un gradiente de una variable ambiental (diseno expo-
nencial) como la interaccion de varios factores (diseno tipo ANOVA). Este dise-
no permite evaluar temas como el papel de distintos recursos (por ejemplo, luzy
nutrientes) en la produccion primaria, o la respuesta de los consumidores a la dis-
ponibilidad de alimento en funcién de la velocidad del agua. Las mayores difi-
cultades residen en disponer de la suficiente cantidad de agua de calidad ade-
cuada, y en obtener poblaciones o comunidades adecuadas.
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MATERIAL

Se indica el material adecuado para un conjunto de 12 canales. En el caso en que
no sea necesario dicho numero, obviamente se debe modificar proporcional-

mente.

— 12 estructuras de metacrilato en forma de U (2 x 0,1 x 0,1 m).

— Tubo de riego (goteros) para el suministro de agua a los canales.

— Tabla resistente y soporte (2 x 2 m).

— Estructura de mecano.

— 6 focos halégenos de 500 W.

— Sistema de refrigeracion.

— Sustratos artificiales (cristal rugoso).

— Bombas hidraulicas para el suministro de agua, en el caso de que ésta no se
suministre por gravedad.

DISENO DE RIOS ARTIFICIALES PARA EL ESTUDIO DEL EFECTO
DE DOS FACTORES SOBRE EL PERIFITON

Para estudiar dos factores simultineamente, hacen falta doce canales, que pue-
den ser de 2 m de longitud, 0,1 m de profundidad y 0,1 m de anchura. Para ma-
yor comodidad, éstos pueden situarse a 1 m de altura sobre una tabla resistente
(fig. 21.3). La velocidad del agua se controla modificando la inclinacion de la ta-
bla, para lo que se disena cualquier mecanismo especifico. Por encima de los ca-
nales se construye una estructura tipo «mecano», que servira de soporte para los
focos de iluminacion.

Figura 21.3:

Esquema de un sistema de
doce canales (arriba) y
detalle de un canal (abajo)

Agua residual

200x 10x 10cm

a )

Camara de mezcla Sustratos artificiales
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Agua

Se necesita una fuente de agua abundante y de calidad. Se puede utilizar agua
proveniente de un rio o acuifero, o agua de la red tratada (por ejemplo, mediante
eliminacion del cloro, descalcificacion, etc.). En cualquier caso, es fundamental
analizar el agua utilizada, incluyendo el contenido de sales, nutrientes y posibles

contaminantes.

Velocidad y caudal

La distribucion del agua a los canales se realiza mediante un sistema de riego (go-
teros) para repartir de forma homogénea y controlada el mismo caudal en todos
los canales. Para canales de las dimensiones aqui propuestas se sugiere utilizar un
caudal de 1,5 L/min. Dicha configuraciéon permite ajustar la velocidad del agua
desde 1 a 50 cm/s, controlando la inclinacién del canal (para mas informacion,
véase Sabater et al. 2002).

Luz y temperatura

La luz se puede proporcionar con lamparas de luz fria, fluorescentes o lamparas
halégenas. Se debe aportar luz suficiente para mantener el crecimiento de los
productores primarios, si éste es el caso. Las lamparas hal6genas son la solucion
mas econémica, sin embargo, aportan gran cantidad de infrarrojos, lo que ge-
nera mucho mas calor que otros tipos de iluminacion. Seis focos halégenos de
500 W dispuestos sobre los canales proporcionan 150-300 uE/m?®s. Es impor-
tante comprobar que el espectro de luz sea adecuado para los productores pri-

marios.

La temperatura del agua se debe controlar, lo que puede efectuarse refrigerando
la sala en la que se ubiquen los canales.

Sustratos de colonizacion

El fondo de los canales se recubre con sustratos artificiales que permitan el
desarrollo y posterior muestreo de los organismos benténicos que son objeto
del estudio.

Biota

El mantenimiento de poblaciones o comunidades naturales es uno de los ele-
mentos clave del diseno. En el caso del perifiton, el in6culo puede provenir del
rio que proporciona el agua. Si el agua utilizada proviene de otra fuente, se pue-
de obtener el in6culo a partir de muestras de campo. En el caso de los inverte-
brados o peces, los individuos utilizados se obtienen a partir de poblaciones na-
turales o de su reproduccion en el laboratorio. En cualquier caso, es esencial
verificar la similitud entre la comunidad o poblacion establecida en el sistema de
canales y la natural.
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CAPITULO

Diseno experimental y analisis de datos

EMILI GARCIA-BERTHOU, CARLOS ALCARAZ, LLUIS BENEJAM Y JOSEP BENITO

«All models are wrong, but some are useful»
(Box 1979)

«Normality is a myth; there never was, and never will be, a normal distribution»
(GEARY 1947)

22.1. Introducciéon

El diseno del estudio y el analisis de datos son partes cruciales en cualquier in-
vestigacion ecolégica. A menudo, el uso apropiado de disenos y analisis estadisti-
cos es desafiante y frustrante para el investigador. Un primer error, todavia fre-
cuente debido en parte a la aversion estadistica de muchos bi6logos, es pensar en
la estadistica s6lo después de obtener los datos (Green 1979). Ello, a menudo,
conduce a disenos inapropiados o sub6ptimos, dificultades de analisis y resulta-
dos dudosos.

Los estudios pueden dividirse en experimentos o estudios experimentalesy estudios ob-
servacionales. En los experimentos, el investigador somete el material de estudio
(unidad experimental) a diferentes tratamientos; por ejemplo, podemos fertilizar
un tramo de rio y compararlo con un control no fertilizado. En los estudios obser-
vacionales s6lo observamos unidades muestrales en diferentes condiciones prees-
tablecidas y no podemos decidir qué nivel o «tratamiento» recibira una cierta uni-
dad muestral; por ejemplo, podemos comparar las comunidades de diatomeas o
macroinvertebrados a lo largo de un rio o en lugares con distintos grados de con-
taminacion. Las ventajas respectivas de los dos tipos de estudios pueden encon-
trarse, por ejemplo, en Hurlbert (1984) o Diamond (1986), pero pueden resumir-
se en un mayor control y claridad de resultados en los experimentos, y en mayores
escalas espaciales y temporales, y mayor realismo de los estudios observacionales.
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Al diseno de experimentos se ha prestado mucha atencién desde los trabajos del
gran estadistico y bi6logo Ronald A. Fisher (Box 1978). El disefio de estudios ob-
servacionales se llama diserio muestral (sampling design en inglés), y desafortunada-
mente su aplicaciéon ha sido mucho menos desarrollada en ecologia que el dise-
no experimental. Tres principios clasicos del diseno experimental basicamente
desarrollados por Fisher (véase, por ejemplo, Hurlbert 1984) son el control, la re-
plicacion (uso de varias unidades experimentales que reciben el mismo trata-
miento) y la aleatorizacion (asignacion al azar de los tratamientos a las distintas
unidades experimentales).

El control es un grupo de unidades experimentales normalmente «no tratadas»,
con las que se compararan los tratamientos experimentales. El control propor-
ciona un nivel de referencia que definira los efectos de los tratamientos. Es im-
portante ser cuidadosos con la definicion del control, de modo que la unica di-
ferencia entre grupo control y tratamiento sea el factor que nosotros queremos
estudiar: por ejemplo, los médicos usan los placebos (pastillas o preparados sin
principios activos) y dan las pastillas doblemente a ciegas (es decir, ni el administra-
dor ni el paciente saben si se esta administrando un placebo o la sustancia que se
estd ensayando), porque el objetivo es s6lo estudiar los efectos farmacologicos y
no la autosugestion. Un equivalente ecologico seria que si queremos usar, por
ejemplo, una estructura de exclusion para estudiar cudl es el efecto de los peces en
la estructura tréfica de un rio, debemos evitar que la misma altere mucho las ca-
racteristicas del habitat o fisicoquimicas (por ejemplo, aumentando la colmata-
cioén con sedimentos finos o reduciendo Ia luz), ya que de otro modo confundi-
remos fuentes de variacion (depredacion frente a estructura del habitat).

La replicacion es el principio de que necesitamos dos o mds unidades experimen-
tales (réplicas) con el mismo tratamiento para medir el error experimental. La
mayoria de métodos estadisticos (como el analisis de varianza o ANOVA) estu-
dian la existencia de efectos de los tratamientos comparando la variaciéon entre
tratamientos con la variacion dentro de los tratamientos. Aumentar el nimero de
réplicas (y reducir el error experimental) aumentara la precision de las estima-
ciones y la potencia de las pruebas estadisticas, es decir, la capacidad de detectar
efectos. Un error frecuente en experimentos ecologicos es la seudorreplicacion, tér-
mino acunado por Hurlbert (1984), que consiste en el analisis incorrecto que usa
la variacion dentro de la unidad experimental como error experimental. Por
ejemplo, si s6lo usamos un acuario tratado (por ejemplo, con un téxico) y otro
sin tratar, no podemos usar medidas de distintos individuos (por ejemplo, tama-
no o fecundidad de invertebrados) dentro de cada acuario para analizar el efec-
to del tratamiento. Né6tese que la seudorreplicaciéon es un error mas de analisis
que de diseno, y que algunos experimentos sin replicacion pueden analizarse co-
rrectamente, por ejemplo, mediante técnicas de regresion (Hurlbert 2004).
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La aleatorizacion consiste en asignar al azar los tratamientos (y otros procedimien-
tos) a las distintas unidades experimentales, para evitar sesgos del experimentador
y favorecer la independencia de los errores. Aunque la aleatorizacion es, en prin-
cipio, recomendable, de hecho seguramente es mas importante la interspersion es
decir, que los distintos tratamientos estén repartidos entre las distintas réplicas, evi-
tando la agregacion espacial de los distintos tratamientos (Hurlbert 2004).

Estos tres principios del diseno experimental son de facil aplicacién en el labora-
torio pero, a menudo, presentan muchas dificultades para la experimentacion en
el campo a escalas medias o grandes, o para estudios como los de impactos am-
bientales (Carpenter et al. 1989, Carpenter 1990, Osenberg et al. 2006). La uni-
direccionalidad y heterogeneidad espacial de los rios seguramente dificulta mas
el diseno experimental que en ecosistemas terrestres o lacustres (Downes et al.
2002). Imaginemos, por ejemplo, que queremos ver cual es el efecto de fertilizar
un tramo de rio en los procesos biogeoquimicos o en las comunidades de diato-
meas. Podemos anadir nutrientes en el tramo experimental y usar un control jus-
to aguas arriba del tramo. Podriamos repetir simultaneamente la fertilizaciéon en
otro tramo, aunque ello duplica el esfuerzo de campo. ;Podemos usar la variacion
entre diferentes controles, por encima de un tnico tramo fertilizado? Pues, segtin
Stewart-Oaten y Bence (2001), ello no seria correcto. Usar la variacién entre un
tramo fertilizado y dos controles por encima es inapropiado porque:

— estaremos confundiendo la variacién entre tratamiento y control con la varia-
ci6én espacial entre controles;

— las unidades experimentales no son independientes y la variaciéon entre ellas
estara muy correlacionada y sera funcion de la distancia entre ellas; y

— si usamos varios controles, debemos calcular la media entre ellos y comparar
la trayectoria de esta media con la del tramo fertilizado.

En este caso, si no se pueden fertilizar varios tramos, el diseno mas apropiado se-
gtn Stewart-Oaten y Bence (2001) es un diseno BACI (Before-After-Control-Impact)
también llamado BACIPS (BACI-Paired Series). E1 diserio BACI compara las series
temporales (o las diferencias) de la zona tratada (o impactada) y el control, an-
tes y después de la intervencion o tratamiento experimental (fig. 22.1). Se pue-
den analizar con pruebas ¢ de Student de las diferencias de medias o, preferible-
mente, con técnicas de regresion o series temporales (si existen datos suficientes)
(Stewart-Oaten y Bence 2001).

A continuacién proponemos algunos pasos generales para el diseno de estudios
y analisis de datos ecol6gicos. Nuestro objetivo es compensar la desproporciéon
entre matematicas y aplicacion de muchos libros y cursos estadisticos, a pesar de
que en estadistica tampoco son recomendables los libros de recetas, porque lo fun-
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Figura 22.1:
llustracion de un disefio
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Nota: Se estudia la abundancia de un organismo en una zona control y otra zona «impacto» antes y después de un
determinado suceso, intervencion, o tratamiento experimental. En la izquierda (a) existe una diferencia entre las
dos zonas (control e impacto) y una tendencia temporal, pero que es similar en el control y la zona impactada o
tratada. En cambio, en la derecha (b), las diferencias entre control e impacto cambian con la intervencién (antes-
después), por lo que concluiremos que existe un efecto de la intervencion.

Fuente: Adaptada de Stewart-Oaten et al. (1992).

damental es entender bien los métodos para poder aplicarlos correctamente, y
ningun libro incluye todos los casos posibles (Box 1976, Hurlbert 1984).

Técnica 55. Diseno del estudio
ALGUNOS PRINCIPIOS GENERALES (O LOS DIEZ MANDAMIENTOS DE GREEN)

A modo de principios generales, enumeramos, a continuaciéon, una adaptacion
de lo que nosotros llamamos los diez mandamientos de Green (1979), advirtiendo
que «quien esté libre de pecado, que tire la primera piedra»:

1. Objetivo. Seras capaz de explicar a cualquier persona, de forma clara y concisa,
qué cuestion quieres resolver. Los resultados del estudio seran tan coherentes
y comprensibles como tu concepcién inicial del problema.

2. Replicacion. Tomaras réplicas por cada combinacién de tiempo, lugar y cual-
quier otro factor controlado. Las diferencias entre grupos solo pueden detec-
tarse comparandolas con las diferencias dentro de estos grupos.

3. Aleatorizacion. Tomaras aleatoriamente un nimero igual de réplicas para cada
combinacién de variables controladas. Decidir qué réplicas son «representati-

vas» 0 «tipicas» no es un muestreo aleatorio.
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10.

Control. Con el fin de comprobar si una condicién produce un efecto, es ne-
cesario muestrear en presencia y en ausencia de la condicion, sin que el res-
to de condiciones varien. Un efecto s6lo se puede demostrar por compara-
cién con un control.

. Estudio piloto. Tomaras muestras preliminares con el fin de obtener informa-

cioén basica que permita evaluar qué diseno muestral y qué analisis estadisti-
co son los mas adecuados. Quien se salta este paso por falta de tiempo, nor-
malmente acaba perdiendo mas tiempo.

. Eficiencia del muestreo. Verificaras que el método o aparato de muestreo esta

realmente muestreando la poblacién que piensas, con eficiencia constante y
adecuada en todo el rango de condiciones de muestreo. Las diferencias en

la eficiencia de muestreo sesgan las comparaciones.

. Muestreo estratificado, cuando hay heterogeneidad poblacional. Si la poblacién mues-

tra heterogeneidad es necesario realizar un muestreo aleatorio estratificado:
dividiras la poblacion en estratos homogéneos y tomaras muestras proporcio-
nalmente segtin el tamano del estrato. Por ejemplo, si las comunidades que es-
tudias parecen diferir entre rapidos y pozas, muestrearas cada uno de estos ha-
bitats por separado.

Unidad experimental o muestral, y numero de réplicas (tamaiio muestral). Definirds
apropiadamente la unidad experimental o muestral. Estimards el nimero mi-
nimo de réplicas necesario para obtener la precisiéon deseada.

Verificaras los supuestos de los andlisis estadisticos. Comprobaras si las varianzas son
homogéneas y si los errores tienen una distribuciéon normal. Si, como es habi-
tual en biologia, esto no se cumple: a) transformaras apropiadamente los datos,
b) utilizaras un procedimiento no paramétrico, c) utilizaras un diseno muestral
secuencial apropiado, o d) usaras métodos de aleatorizaciéon o permutacion.
Escogerds el método estadistico al disenar el estudio. Una vez escogido el método es-
tadistico para comprobar la hipétesis, aceptaras el resultado. Un resultado no
esperado o no deseado no es una razén valida por rechazar el método y bus-
car uno «mejor».

Estos principios son mas esenciales en experimentos de menor tamano. En estudios

observacionales o experimentos a gran escala, el diseno es mas complicado y se per-

miten mas «pecados». Por ejemplo, la replicacion es l6gicamente muy recomenda-

ble, pero las técnicas de regresion son aplicables correctamente sin replicacion.

ESTRUCTURA DEL DISENO EXPERIMENTAL O MUESTRAL

Un primer paso para disenar bien un estudio y, por ende, escoger el método es-

tadistico adecuado, es aplicar bien la terminologia del diseno, que es un poco dis-

tinta para experimentos y estudios observacionales, a la estructura de nuestro es-
tudio (cuadro 22.1).
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Cuadro 22.1:

Terminologia del diserio
experimental (experimentos)
y muestral (estudios
observacionales)

Los estudios
observacionales y los
experimentos siguen
aproximaciones
estadisticas diferentes,
lo que se refleja en la
terminologia utilizada
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Definicion

Estudio observacional Experimento

Aquellas variables que nosotros manipulamos Factor o variable Factor, variable

(experimento) o que medimos a niveles independiente experimental o
distintos ya preestablecidos (estudio variable
observacional) independiente

Variable, variable de
respuesta o variable

Variable, variable de
respuesta o variable

Variable que medimos y queremos saber como
responde a nuestra manipulacion o a los

distintos niveles del factor dependiente dependiente
Distintos niveles de un factor Nivel Tratamiento o nivel
Todo el conjunto de material al cudl aplicamos — Unidad

un cierto tratamiento, independientemente del experimental

resto de material. Las distintas unidades
experimentales que reciben el mismo
tratamiento reciben el nombre de réplicas

Conjunto de material de un cierto nivel del Unidad muestral -
factor, del cual medimos una o mas variables. A

menudo los ecologos las llamamos muestras

Conjunto de unidades muestrales con los
mismos niveles del factor o factores (concepto
tradicional de muestra en estadistica)

Grupo o muestra Grupo, muestra o

combinacién de
tratamientos

Fuente: Modificado de Sachs (1978).

Si aplicamos esta terminologia a nuestros estudios, podremos decidir qué méto-
dos estadisticos utilizar. Por ejemplo, el de la figura 22.1 sera un estudio observa-
cional si se trata de un impacto ambiental que ya se ha producido, y sera un ex-
perimento si es una fertilizacién o adiciéon de nutrientes controlada por el
investigador. En cualquier caso, existen dos factores: la zona (con los niveles con-
trol e impacto) y el tiempo (que tiene multiples niveles pero del que, basicamen-
te, queremos decidir si existe una diferencia antes y después de la intervencion).
La variable de respuesta es la abundancia de un cierto organismo o cualquier varia-
ble que nosotros queramos estudiar como se ve afectada por el impacto. La uni-
dad muestral o experimental es el material en cada una de las zonas en un momen-
to determinado de medicion. Podemos considerar que tenemos cuatro muestras
resultantes de dos factores con dos niveles cada uno, pero sin replicaciéon. En se-
leccion de métodos de la técnica 56 veremos como analizar este tipo de datos.

Técnica 56. Analisis de datos
SELECCION DE PROGRAMA INFORMATICO

Existen actualmente varios paquetes estadisticos muy completos (por ejemplo,
SAS, SPSS, S-plus). La eleccién entre ellos, a menudo, depende de la disponibili-
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dad y tradicién de uso en nuestro entorno mas inmediato. Si que es poco reco-
mendable cenirse s6lo a Excel, ya que sus extensiones son limitadas y constrinen
la eleccion de métodos.

Una auténtica revolucion estadistica es actualmente el entorno R que, a pesar de
ser mas dificil de aprender, es gratuito y tiene las siguientes Ventajas:1

— Tiene revisiones y actualizaciones muy frecuentes, y constante aparicion de
paquetes con nuevos métodos; los investigadores estadisticos que desarrollan
actualmente nuevos métodos los implementan a menudo en R, por lo que se
facilita mucho la transicion entre desarrollo de nuevos métodos y su aplica-
cién generalizada.

— Estan apareciendo versiones Gui (entorno grafico similar a Windows o a Mac-
intosh) de algunas aplicaciones, por lo que se facilita el uso.

— Existen numerosos métodos especificamente desarrollados o recomendados
para datos ecolégicos.” Desarrollado por ecélogos de la Universidad Claude-
Bernard Lyon I originalmente para Macintosh, incluye muchas mas variantes
de técnicas de ordenacion (Dolédec et al. 2000, Pelissier et al. 2003, Dray et
al. 2003) que las que pueden hacerse con un software de mas facil uso pero co-
mercial como CANOCO (Ter Braak y Smilauer 2002, Leps y Smilauer 2003)
que, seguramente, ain es el mas utilizado en ecologia.

— Flexibilidad para implementar métodos o calculos propios (por ejemplo, si-
mulaciones).

— Facilidad de repeticién de los mismos analisis (ya que se genera un script) por
el mismo u otros usuarios.

ANALISIS EXPLORATORIO DE DATOS

En cualquier paso de la investigacion cientifica se cometen errores. Una vez in-
troducidos los datos en el programa estadistico elegido, es muy recomendable rea-
lizar lo que se llama andlisis exploratorio de datos, el cual, ademas de servir para de-
purar los datos, también sirve para entender las caracteristicas de los mismos (por
ejemplo, la forma de la distribucién de las variables de respuesta). Este analisis ex-
ploratorio de datos puede consistir en estadistica descriptiva, histogramas, grafi-
cas de caja, etc. Resultan muy ttiles las graficas de dispersion entre variables cuan-
titativas, ya que a menudo nos permiten identificar valores atipicos o outliers.
Deberemos revisar estos valores atipicos y eliminarlos tan s6lo en aquellos casos

! Puede encontrarse informacion sobre este entorno en http://www.r-project.org/

? Véase una relacion de ellos en la Task View: Analysis of Ecological and Environmental Data, disponible en
http://cran.r-project.org/web/views/Environmetrics.html). Por ejemplo, el programa ade4, consultable en
http://pbil.univ-lyon1.fr/ADE-4/

Es esencial manejar
programas estadisticos
completos

El entorno R ofrece gran
variedad de aplicaciones
estadisticas gratuitas,
aunque no es el
programa de mas facil
manejo

Un andlisis exploratorio
de los datos es
fundamental para
depurar los mismos y
comprender el tipo de
distribucion de las
variables



Afin de seleccionar la
técnica estadistica
adecuada cabe
responder estas siete
cuestiones
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en que estemos convencidos de que se trata de un dato altamente improbable,
fruto de error de lectura o anotacion; lo mejor es no eliminarlos dada la variabi-
lidad del fenémeno.

SELECCION DE METODOS

Para seleccionar los métodos estadisticos, previa aplicacion de la terminologia del
diseno (véase técnica anterior), debemos establecer las caracteristicas siguientes
para nuestros datos (entre paréntesis la técnica a utilizar):

1. Tipo de estudio. Experimento con variables cuantitativas (contraste de hipotesis
o estadistica inferencial), estudio observacional de ecologia de comunidades
(técnicas de ordenacion y clasificacion de analisis multivariante).

2. Tipo de variable/nivel de medida. Cuantitativa o medida (estadistica paramétrica
como el analisis de la varianza, la regresién multiple o los modelos lineales ge-
neralizados), ordinal (estadistica no paramétrica), categérica binaria o polit6-
mica (analisis de frecuencias o de datos categoricos: regresion logistica o mo-
delos lineales generalizados con errores binomiales, etc.).

3. Numero de variables. Una (estadistica univariante) o dos variables de respuesta,
o bien muchas variables en general (analisis multivariante).

4. Numero de factores. Uno o mas; namero de muestras: uno, dos o mas.

5. Objetivo/hipatesis. Estudiar la tendencia central, la variabilidad, toda la forma de
la distribucion (pruebas de bondad de ajuste), la relacion entre variables (co-
rrelacion, regresion, analisis multivariante).

6. ;Tenemos muchos datos (n > 50) durante el tiempo (series temporales), o el espacio
(estadistica espacial)?

7. ¢lenemos datos de supervivencia? (andlisis de supervivencia)

Si respondemos a estas cuestiones podremos escoger entre las principales técnicas
univariantes mediante el cuadro 22.1 y entre las multivariantes mediante la figura
22.2. Volvamos a nuestro ejemplo de la figura 22.1 para intentar aplicar estos sie-
te puntos. Imaginemos que medimos para el diseno de la figura 22.1, unas pocas
variables de respuesta cuantitativas (por ejemplo, abundancia de unas pocas espe-
cies o algunas variables fisicoquimicas). La respuesta a estos siete puntos seria:

1. Si medimos unas pocas variables de respuesta cuantitativas, el objetivo sera
comparar el control con la zona impactada, y necesitamos estadistica inferen-
cial (es decir, contraste de hipotesis).

2. Entre la estadistica inferencial, como las variables son cuantitativas usaremos
estadistica paramétrica. Si tenemos variables fisicoquimicas o abundancias ele-
vadas con pocos ceros, podemos usar modelos lineales (ANOVA, regresion).
Si tenemos variables con unos pocos valores discretos (abundancias bajas con
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Cuadro 22.2:
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Figura 22.2:

Seleccion de métodos
multivariantes en funcion
del tipo de datos y el
objetivo del estudio

TECNICA 56

CONCEPTOS Y TECNICAS EN ECOLOGIA FLUVIAL

Métodos multivariantes

Y

Dependencia

\

Interdependencia
(asociacién)

1 variable > 1 variable
dependiente dependiente

Ordenacion Clasificacion

Analisis multivariante
de la varianza

Analisis de frecuencias

Modelos lineales (MANOVA
generales \
(ANOVA/ANCOVA MANCOVA...)
multifactorial, de Analisis de funcién
regresion mdltiple) (lineal)

) discriminante
Modelos lineales

generalizados

Analisis de componentes  Analisis de cluster

principales (ACP)
Andlisis de

correspondencias (AC)
Escalas

multidimensionales
(MDS)

CONFIRMATORIOS
Contraste de hipotesis

EXPLORATORIOS
Generacion de hipotesis

ceros), sera preferible usar modelos lineales generalizados (con errores de
Poisson para las abundancias).

. Si tenemos una o muy pocas variables, usaremos estadistica univariable. Si te-

nemos muchas variables, a menudo es ttil un analisis multivariante, por ejem-
plo, el analisis de varianza multivariante MANOVA (véase, por ejemplo, Gar-
cia-Berthou y Moreno-Amich, 1993) o el analisis discriminante; método que
estd muy relacionado con el anterior.

. Ya hemos comentado que puede considerarse que tenemos cuatro muestras

resultantes de dos factores (antes-después y control-impacto) con dos niveles
cada uno.

. El objetivo en ecologia es, en general, estudiar las medias, pero a menudo tam-

bién seria interesante estudiar las varianzas, aunque metodolégicamente es
mas complicado. En los disennos BACI, en general, se usan el test t 0 ANOVA
(cuyas hipotesis hacen referencia a la tendencia central), aunque las técnicas
de regresion seguramente son mas flexibles.

. Si tenemos series largas de tiempo (7 > 50) usar técnicas de series temporales

es muy recomendable en un diseno BACI, aunque en ecologia no es frecuen-
te tener datos suficientes.

. Existen métodos desarrollados para tipos de datos especificos, por ejemplo, el

analisis de supervivencia cuando nuestra variable de respuesta es la supervi-
vencia de individuos (se trata de un tipo de datos denominado censurado por-
que algunos individuos que han sobrevivido durante todo el experimento pue-
den morir muy poco después).
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En cambio, si para el mismo diseno hemos estudiado la composiciéon de algas o
macroinvertebrados (con decenas de especies) y queremos estudiar como varia la
composicion de especies, la respuesta basicamente diferira en los tres primeros
puntos:

1. Se trata de un estudio de ecologia de comunidades, donde tipicamente tene-
mos decenas de variables (abundancia de muchas especies) y la estadistica in-
ferencial es menos apropiada (aunque las técnicas de ordenacion también ad-
miten algtin diseno BACI (Leps y Smilauer 2003). Por ello, usaremos métodos
como las técnicas de ordenacion o clasificaciéon (como, por ejemplo, el anali-
sis de correspondencias), que en lugar de métodos de estadistica inferencial y
confirmacion de hipétesis, tipicamente son métodos exploratorios y genera-
dores de hipétesis (fig. 22.2).

2. Si tenemos unas pocas variables de presencia o abundancia de especies, éstas
son las variables de respuesta (cuantitativas), que se podrian analizar con mo-
delos lineales generalizados, o para datos de presencia-ausencia, con regresion
logistica. Pero si tenemos decenas de especies y el objetivo es comparar la com-
posicion de especies, entonces la variable de respuesta mejor es la «especie»,
que es categorica politomica, y de las que hemos medido las frecuencias u otra
estima de abundancia; por ello, habitualmente se usa el andlisis de correspon-
dencias (que se basa en la descomposicion de la tabla de contingencia y la dis-
tancia chi-cuadrado).

3. Las técnicas de ordenacién y clasificacion, tan frecuentemente usadas en eco-
logia de comunidades, se consideran técnicas de analisis multivariante, ya que
analizan no unas pocas variables o factores, sino grandes tablas (de especies x
muestras y variables ambientales x muestras) de muchas variables.

Entre los métodos de ordenacion (fig. 22.2), podemos escoger entre las técnicas
siguientes segtin el objetivo y tipo de datos (Ter Braak 1988):

1. Analisis indirecto de gradiente.
1.1. Métodos basados en distancias
— Analisis de coordenadas principales (metric multidimensional scaling).
— Escalas multidimensionales no métricas o nonmetric multidimensional
scaling (NMDS).
1.2. Algebra matricial (eigenanalysis).
1.2.1. Respuesta lineal.
— Analisis de componentes principales (ACP).
1.2.2. Respuesta unimodal
— Analisis de correspondencias (AC) o reciprocal averaging.
— Analisis de correspondencias sin tendencia o detrended correspon-
dence analysis (DCA).
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2. Analisis directo de gradiente.
2.1. Respuesta lineal
— Analisis de redundancia (RDA).
2.2. Respuesta unimodal
— Analisis canénico de correspondencias (CCA).

El NMDS es un método basado en distancias ampliamente usado en psicologia y
también en biologia marina.’ En cambio, en ecologia terrestre y limnologia, los
métodos mas utilizados son las distintas variedades de ACP y analisis de corres-
pondencias.

Las técnicas de andlisis indirecto de gradiente analizan una sola matriz, por ejemplo,
un AC para la abundancia de diatomeas en distintas muestras o un ACP para la
fisicoquimica. En cambio, las técnicas de andalisis directo de gradiente o andlisis cons-
treniido (constrained) como el CCA, analizan al mismo tiempo dos matrices, cons-
trinendo que la ordenacién de las muestras, segin la composiciéon de especies,
sea una funcién lineal (modelo de regresion multiple) de las variables ambienta-
les (fisicoquimicas). Ambos tipos de técnicas (indirectas y directas o constrained)
tienen objetivos distintos y son alternativas o complementarias: aunque el CCA re-
sume en un solo andlisis toda la informacion, es posible que la principal variacion
en la composicion de especies corresponda a una variable ambiental no medida,
por lo que un AC mostraria una ordenacién muy distinta (y muy informativa)
(Dkland 1996). A menudo el CCA es menos robusto y precisa muchas mas mues-
tras que variables ambientales (McCune 1997). Buenos manuales para el uso de
estas técnicas son Jongman et al. (1995) y Leps y Smilauer (2003).

VERIFICACION DE SUPUESTOS DEL MODELO

La verificacion de los supuestos o condiciones en los que se basan los métodos es-
tadisticos es una de las cuestiones que mas preocupan a los biélogos, y en las que
mas malentendidos persisten (Box 1953, Stewart-Oaten 1995, Smith 1995, John-
son 1995). A continuacién intentamos aclarar algunos:

1. Las variables biol6gicas, en general, no siguen exactamente la distribucion nor-
mal, sino mas bien la lognormal. La distribucion lognormal es similar a la normal
(ambas son unimodales, es decir, con un solo maximo), pero no puede tomar
valores negativos y tiene asimetria positiva. Por eso, las variables biologicas, en
general, tienen una distribucion aproximadamente normal pero la transforma-
cion logaritmica (de cualquier tamano, concentraciéon de sustancias...), suele

¥ Véase software Primer en http://www.zen87707.zen.co.uk/primer-e/
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mejorar el ajuste a la normalidad. Por ejemplo, si una variable siguiera la distri-
bucién normal tendria que existir entre menos y mas infinito. Pero eso rara-
mente se cumple en biologia: los tamanos, pesos, concentraciones, etc., no pue-
den tomar valores negativos.

2. Las variables biolégicas suelen mostrar heteroscedasticidad, es decir, cuando las
medias son diferentes las varianzas también. A menudo, las desviaciones tipi-
cas aumentan linealmente con la media y, por eso, la transformacion logarit-
mica tiende a arreglar también el supuesto de homoscedasticidad u homoge-
neidad de varianzas.

3. La estadistica paramétrica es muy robusta (poco sensible) a la no normalidad;
es decir, sus resultados tienden a ser correctos aunque no se cumpla el su-
puesto de normalidad. El supuesto de normalidad es poco relevante para la es-
tadistica paramétrica.

4. La estadistica paramétrica es robusta a la heteroscedasticidad, sobre todo si la
replicacion es constante (Box 1953). Por lo tanto, el supuesto de homosce-
dasticidad es mas importante que el de normalidad.

5. La robustez del analisis de la varianza (ANOVA) se manifiesta en que, en ge-
neral, su conclusién es la misma tanto si se considera la variable original como
la transformaci6n logaritmica. Sin embargo, en un pequeno porcentaje de ca-
sos, la conclusion con la transformacion es diferente y mas fiable, por lo que
es importante transformar los datos apropiadamente o bien usar modelos li-
neales generalizados (con la distribucion de errores adecuada).

6. Las pruebas de homoscedasticidad (sobre todo la de Bartlett) son poco ro-
bustas a la no normalidad. Es decir, paradéjicamente verificamos supuestos
poco importantes para el ANOVA con métodos en que el supuesto de norma-
lidad si es importante.

7. En el andlisis de regresion (y correlacion) lineal, el supuesto de linealidad es
mas importante que los de homoscedasticidad y normalidad, ya que si la rela-
cioén es claramente no lineal los estadisticos (7, recta de regresion) describiran
muy mal los datos. El sesgo de los estadisticos generalmente sera mucho ma-
yor si hay no linealidad que si hay heteroscedasticidad o no normalidad.

8. A medida que aumenta el nimero de datos (réplicas), los resultados de todos los Al aumentar el nimero

tests son mas fiables (propiedad fundamental denominada consistencia estadisti- de réplicas, aumenta la
fiabilidad de los tests

ca). Los tests de normalidad tienden a ser poco potentes (muy conservadores), adist
estadisticos

es decir, a no detectar pequenas desviaciones de la normalidad (resultados no sig-
nificativos incorrectos, o lo que es lo mismo, errores de tipo II). Cuando aumenta
la replicacion es mas facil detectar estas pequenas desviaciones y, por lo tanto,
tendemos a encontrar mayor no normalidad; pero cuando aumenta la replica-
cion, el supuesto de normalidad afecta menos al ANOVA. Otra paradoja: detec-
tamos mas el no cumplimiento de la normalidad cuando es menos importante.
9. Los métodos graficos para estudiar la homoscedasticidad y la normalidad son
mas subjetivos y menos claros que los tests. Pero de hecho, por las paradojas
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10.

11.

En

de los puntos 6y 8, los métodos graficos son mds fiables y utiles (en contra de
lo que parece inicialmente), porque nos indican si es adecuado utilizar una
transformacion y cual de ellas.

A pesar de lo que se piensa muy a menudo, la estadistica no paramétrica tam-
bién hace supuestos. Por ejemplo, el test de Mann-Whitney y el de Kruskal-
Wallis suponen que la tinica diferencia, si la hay, entre los grupos que se com-
paran es en la tendencia central; y que la dispersion y distribucion de los
grupos es igual excepto con respecto a la tendencia central (Johnson 1995,
Kasuya 2001). Es decir, hacen supuestos similares a la homoscedasticidad y no
son ninguna panacea como se suele asumir. En cambio, para las pruebas ¢ de
Student hay férmulas que no suponen la homoscedasticidad, por lo que rea-
lizan menos supuestos y sus resultados a menudo seran mas correctos que
los de un método no paramétrico (Johnson 1995). Lo mismo ocurre con los
tests de aleatorizacion o permutacion: hacen los mismos supuestos que los pa-
ramétricos, excepto el de normalidad (que es irrelevante para estos tltimos)
(Stewart-Oaten et al. 1992, Hayes 2000).

Soélo existen los equivalentes no paramétricos de los disenos experimentales
mas sencillos. Por ejemplo, la mayoria de paquetes estadisticos no tienen el
equivalente no paramétrico de un diseno de bloques aleatorizados o de un
ANOVA de medidas repetidas. Por ello, a menudo, se aplican métodos no pa-
ramétricos de disenos mads simples sin respetar el diseno experimental esta-
blecido, lo que puede conducir facilmente a conclusiones erréneas.

resumen, los métodos no paramétricos son «sirenas estadisticas» (Johnson

1995) poco recomendables (con la excepcion del coeficiente de correlacion de Spear-

ma

n, que es una manera rapida de estudiar correlaciones sin buscar la transfor-

macion adecuada). En lugar de aplicar métodos no paramétricos, recomendamos

estudiar graficamente (en vez de con contrastes de hipétesis) la distribucién de

nuestras variables y usar una de las dos opciones siguientes:

1. Aplicar una transformaci6én a los datos y usar métodos paramétricos como

los modelos lineales (ANOVA o regresion lineal) o las pruebas ¢ de Student.
Las transformaciones principales a usar (que son simplemente un cambio
de escala que puede tener mucho sentido) son: la logaritmica (para varia-
bles medidas como concentraciones, pesos, tamanos, ...), la raiz cuadrada
(para variables también con asimetria positiva como frecuencias) y el arcoseno

(arcsin VX, para las proporciones) (Sokal y Rohlf 1995).

2. Aplicar modelos lineales generalizados (GLM), que extienden los modelos linea-
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les a muchas otras distribuciones y permiten ajustar los supuestos de tipo de
distribucion, homocedasticidad y linealidad, de forma independiente. Los
GLM (McCullagh y Nelder 1989) incluyen los modelos lineales como caso par-
ticular (cuando se usan errores normales y funcién link identidad) y podemos
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utilizar errores de Poisson para variables de frecuencia (por ejemplo, nimero
de individuos) y errores binomiales para las proporciones o variables de pre-
sencia-ausencia (o incluso la regresion logistica, que es matematicamente
equivalente a un GLM con errores binomiales y funcion link logit).
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APENDICE 'A-

Preparacion de soluciones stock y reactivos
(Técnica 24)

A.1. Preparacion de las soluciones stock utilizadas
en el procedimiento de extraccion y purificacion del DNA

Tris 1M (1L)

— Disolver 121,1 g de Tris base en 800 mL de agua Milli-Q.

— Ajustar el pH a 8 anadiendo aproximadamente 42 mL de HCL

— Llevar el volumen a 1 L con agua Milli-Q.

— Autoclavar durante 30 minutos.

— Almacenar a 4 °C. Si la solucion es amarillenta descartarla y preparar una nue-
va con Tris Base de mejor calidad.

Tampoén Tris 10 mM (500 mL)

— Anadir 5 mL de la solucion stock Tris base 1 M a 490 mL de agua Milli-Q.
— Ajustar el pH a 7,4 con unas gotas de HCL

— Llevar el volumen a 500 mL con agua Milli-Q.

— Autoclavar durante 30 minutos.

— Almacenar a 4 °C.

EDTA 0,5M (1 L)

— Disolver 186,1 g de EDTA disédico - 2H,O en 800 mL de agua Milli-Q.

— Ajustar el pH a 8 mediante la adicion de unos 20 g de lentejas de NaOH. El
EDTA no se disuelve hasta que el pH esta ajustado a 8.
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— Llevar el volumen a 1 L con agua Milli-Q.
— Autoclavar durante 30 minutos.
— Almacenar a 4 °C.

Tampo6n TE (Tris-EDTA) (500 mL)

— Tomar 495 mL de la soluciéon stock de tampoén Tris 10 mM.
— Anadir 1 mL de la solucion stock 0,6 M de EDTA.

— Ajustar el pH a 7,4 con unas gotas de HCL.

— Llevar el volumen a 500 mL con agua Milli-Q.

— Autoclavar durante 30 minutos.

— Almacenar a 4 °C.

Solucién CTAB/NaCl (10% CTAB en 0,7 M de NaCl)

— Disolver 4,1 g de NaCl en 80 mL de agua Milli-Q.

— Calentar a 65 °C en un agitador magnético con bloque calefactor.

— Agitando, anadir lentamente 10 g de CTAB (bromuro de hexadecil trimetil
amonio).

— Ajustar el volumen final a 100 mL con agua Milli-Q.

— Almacenar a temperatura ambiente (no refrigerar, porque el CTAB preci-

pita).

Tampén TESC (1 L)

— Disolver 87,66 g de NaCl en 500 mL de agua Milli-Q (solucién 1,5 M de NaCl).

— Anadir 100 mL de la solucion stock Tris base 1 M.

— Anadir 200 mL de la solucion stock 0,5 M de EDTA.

— Calentar a 65 °C en un agitador magnético con bloque calefactor.

— Agitando, anadir lentamente 10 g de CTAB (bromuro de hexadecil trimetil
amonio).

— Llevar el volumen a 1 L con agua Milli-Q.

— Comprobar el pH (debe ser aproximadamente 8), ajustar si es necesario.

— Autoclavar durante 30 minutos.

— Almacenar a temperatura ambiente (no refrigerar, porque el CTAB preci-

pita).

Solucion 10% de SDS

— Para pesar el SDS (dodecilsulfato s6dico) debe utilizarse mascarilla, ya que el
SDS se dispersa facilmente, y debe limpiarse cuidadosamente la balanza y el area
de pesado. La solucion se prepara en una botella estéril de vidrio Pyrex.

— Disolver 25 mL de SDS en 175 mL de agua Milli-Q estéril, calentando para
favorecer la disolucion.

— Llevar el volumen a 250 mL con agua Milli-Q.

— Ajustar el pH a 7,2 con soluciones estériles de HCI (1% v/v) o NaOH (1% p/v).
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— Aflojar el tapon y poner en el microondas durante 2 o 3 minutos, para inacti-
var posibles enzimas.
— Almacenar a temperatura ambiente (no refrigerar, porque el SDS precipita).

Solucion de proteinasa K

— Disolver 20 mg de proteinasa K en 1 mL de agua Milli-Q.

— Filtrar a través de un filtro estéril de 0,2 pm de poro y colocar en un tubo
Eppendorf estéril de 1,5 mL.

— Congelar a —20 °C.

Solucién 10 mg/mL de lisozima

— Inmediatamente antes de su uso, disolver lisozima en polvo a una concentra-
cién de 10 mg/mL en la solucién 10 mM de Tris (pH = 8, comprobar antes de
anadir la lisozima).

Solucion PCI (fenol:cloroformo:alcohol isoamilico) (25:24:1) (250 mL)

— Preparar la mezcla en una campana de gases, con guantes. La soluciéon PCI es
inflamable y el fenol y el cloroformo son potencialmente cancerigenos. La so-
lucién se prepara en una botella estéril de vidrio Pyrex.

— Anadir 5 mL de alcohol isoamilico.

— Anadir 120 mL de cloroformo.

— Anadir 125 mL de fenol.

— Mezclar bien.

— Cubrir la botella con papel de aluminio para evitar la incidencia de la luz.

— Almacenar a 4 °C.

Solucion CI (cloroformo:alcohol isoamilico) (24:1) (250 mL)

— Preparar la mezcla en una campana de gases, con guantes. La soluciéon CI es
inflamable y el cloroformo es potencialmente cancerigeno. La solucion se
prepara en una botella estéril de vidrio Pyrex.

— Anadir 10 mL de alcohol isoamilico.

— Anadir 240 mL de cloroformo.

— Mezclar bien.

— Cubrir la botella con papel de aluminio para evitar la incidencia de la luz.

— Almacenar a 4 °C.

A.2. Procedimiento para realizar la electroforesis en gel de
agarosa del producto amplificado. Preparacion de
reactivos

Los reactivos utilizados se prepararan de la siguiente manera:
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Solucion stock 50X de tampon TAE (Tris/acetato/EDTA)
— Pesar 242 g de Tris base.

— Anadir 57,1 mL de acido acético glacial.

— Anadir 37,2 g de EDTA disédico dihidratado.

— Llevar a 1 litro con agua Milli-Q.

Tampén de carga con azul de bromocresol (para 50 mL)

— En un frasco Erlenmeyer de 50 mL, anadir 6 mL de tampo6n TAE 50X.
— Anadir 7,5 g de ficol.

— Anadir 0,125 g de azul de bromocresol.

— Calentar en un bano a 60 °C hasta que se disuelva.

— Completar el volumen hasta 50 mL.

El tampoén transparente se prepara de la misma manera pero sin anadir azul de
bromocresol.

A.3. Reactivos especificos DGGE

— Solucién 40% de acrilamida:bisacrialmida (37:1). Usar preferiblemente la
mezcla comercial preparada para su uso directo.

— Solucién de APS (persulfato aménico). Preparar una solucién al 10% (p/v)
en agua Milli-Q. Preparar alicuotas y congelar a —20 °C hasta su utilizacion.
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Glosario de términos

absorbancia: densidad optica de una solucién a una longitud de onda deter-
minada.

acuifero: masa de rocas o sedimentos con capacidad para almacenar y liberar
agua. Se aplica al area bajo la superficie terrestre donde se halla almacenada
el agua de la superficie.

agradacion: acumulacion de sedimentos en sistemas fluviales acontecida cuan-
do los aportes superan la cantidad que puede ser arrastrada; ello provoca,

consecuentemente, la colmatacion del cauce.

alelopatico: dicese de los metabolitos involucrados en la defensa (quimica) de
las plantas.

aloctono: dicese del material de origen externo al sistema fluvial.

anddromo: dicese de los peces que, principalmente, viven en agua marina y se
reproducen en las aguas continentales.

anfidromo: dicese de los peces que se mueven entre el sistema fluvial y el ma-

rino durante su ciclo vital, pero no en su reproduccion.

arreica: se denomina asi, la cuenca cuyas aguas no desembocan ni en lagos ni
en mares.

autotrofo: dicese del organismo que basa su funcionamiento en la sintesis del
carbono organico a partir de carbono inorganico y energia externa, general-

mente luminica.
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BACI: acrénimo de before-after-control-impact, corresponde a un diseno estadisti-
co que considera los citados factores del acrénimo, para evidenciar el efecto
de una perturbaciéon en un ecosistema sobre una o varias variables.

biofilm: pelicula organica formada por microorganismos de distintos tipos, que
se desarrolla sobre superficies s6lidas en contacto con el agua.

biogeoquimico: corresponde al conjunto de procesos que afectan a los elemen-
tos quimicos que forman parte de los seres vivos, y que discurren o se acumu-
lan en la biosfera. Se refiere a los ciclos de elementos tales como el nitrégeno,
fosforo y carbono.

bioindicador: organismo usado como indicador de los cambios ecolégicos en
los ecosistemas. Se aplica a las diatomeas, cianobacterias, macréfitos, ma-
croinvertebrados o peces, entre otros.

bivoltino: término que se aplica a los ciclos de vida y de poblaciones; denota la
existencia de dos generaciones de individuos por ano.

capa limite: 1a de agua que, por estar en contacto con el sustrato, experimenta
una disminucion de velocidad exponencial.

carga de fondo: cantidad de particulas arrastradas por el rio, pero que por su
gran tamano no estan suspendidas en el agua, sino arrastradas o dando tum-
bos sobre el lecho.

carga disuelta: cantidad de solutos transportados por un volumen de agua.

carga en suspension: cantidad transportada de particulas finas, que permanecen
en suspension.

carga particulada: cantidad transportada de particulas finas y gruesas.

cascada trofica: relacion de interdependencia entre los distintos grupos tréficos
en un ecosistema, por la cual los efectos sobre un nivel pueden incidir en otros
situados por encima (bottom-up) o por debajo (top-down).

catadromo: se refiere a los peces que viven en aguas continentales y se repro-
ducen en el medio marino.

cauce: parte del sistema fluvial por donde discurren las aguas.
cauce hiimedo: zona del cauce cubierta por agua.

caudal basal: el transportado cuando hace tiempo que no ha llovido, y que, en
su mayor parte, proviene de la descarga de los acuiferos.

caudal de tormenta: el transportado durante los episodios de precipitacion in-
tensa, y que puede provocar avenidas.

cebador: secuencia corta de acido nucleico que actiia como punto de inicio
para la edicién de nucleétidos con el fin de copiar la hebra molde.

ciclo de vida: secuencia de procesos de crecimiento, desarrollo, mortalidad y re-
produccion que enlaza una generacion con la siguiente.
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— ciclo hidrologico: normalmente, el referido al global del agua en el planeta.

— coeficiente de reaireacion: tasa que mide el grado en que el agua intercambia ga-
ses con la atmésfera y que depende, principalmente, de la turbulencia.

— cohorte: grupo de organismos de la misma poblacién que nacen y se desarro-
llan a la vez.

— conductimetro: aparato que permite medir la conductividad eléctrica del agua.

— conidio: espora asexual de hongos, formada directamente a partir de una hifa
o célula conidiégena o esporogena.

— corer: cilindro usado para recoger materiales del sedimento.
— correntimelro: aparato que permite medir la velocidad de la corriente del agua.

— cuantometro: aparato que permite medir la intensidad o irradiancia de la luz

solar.

— curva de gastos: relacion entre el nivel del agua y el caudal en una estacion de
aforo.

— curva de supervivencia: representacion de la relacion entre la cantidad de or-
ganismos vivos en una poblacion y su edad.

— detritivoro: organismo que se alimenta de detritus o materia organica muerta.

— detritus: en general, materia organica muerta; a veces se utiliza para referirse a
la materia organica parcialmente descompuesta y cuyo origen es dificil de pre-

cisar.
— diadromos: dicese de los peces que viajan entre aguas salada y dulce.

— dia-pausa: periodo de latencia en el que entran algunos organismos o sus hue-
vos. Esta desencadenado por factores ambientales (fotoperiodo, temperatura,
etc.), pero causada por factores internos (adquiridos evolutivamente por la es-
pecie).

— distancia de asimilacion: 1a que recorre, en promedio, un nutriente en su forma

disuelta a lo largo del rio hasta que es asimilado por la biota.

— distancia de retorno: la que recorre un atomo, en promedio, en el comparti-
mento biético hasta que es liberado de nuevo como nutriente inorganico.

— ecotono: zona de transicion entre dos ecosistemas distintos, y que puede alber-
gar especies diferentes de las areas que separa.

— ectoenzima: enzima adherida a la pared externa de las células (generalmente
bacterianas).

— emergencia: paso del medio acuatico al aéreo, que se produce especialmente en

insectos acuaticos coincidiendo con la metamorfosis a adulto.

— endorreica: se refiere a la cuenca en que la evaporacién es mayor que la entra-
da por precipitacion.
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energia exosomatica: la externa (luz, viento, etc.) que favorece el aumento de la
produccion primaria en un ecosistema, pero sin llegar a incorporarse a la bio-

masa.

enzima extracelular: la que actia fuera de la célula, bien por estar ligada a la cé-
lula (ectoenzima) o por estar libre en el medio.

epifitico: dicese del que se encuentra y desarrolla sobre organismos vegetales

Vivos.

epilitico: dicese del que se encuentra y desarrolla sobre las piedras. Comun-
mente referido al biofilm.

epipsamico: dicese del que se encuentra sobre arenas.

ergosterol: componente lipidico de la membrana de los hongos.

escorrentia: lamina de agua que circula por la cuenca, resultado de la diferen-
cia entre la precipitacién y la infiltraciéon y evapotranspiracion.

espiraculo: orificio que comunica el aparato respiratorio traqueal de los insec-
tos con el exterior. En algunos insectos acudticos permite la entrada de aire at-
mosférico al contactar con la superficie del agua.

espiral de nutrientes: expresion que resume la dinamica de nutrientes en rios

como resultado de su retencion y transporte.

estadios de desarrollo: cada una de las fases por las que atraviesan los organismos
durante su ciclo vital. Se refiere especialmente a aquellos organismos que su-
fren cambios acentuados, como metamorfosis.

estequiometria: expresion de las relaciones cuantitativas entre reactivos y pro-
ductos que participan de una reacciéon quimica. Se aplica a las relaciones en-

tre elementos de la materia viva.

estrategia alimentaria: tipologias de alimentacion de los consumidores. Los dis-
tintos grupos troficos funcionales se definen en base a estas estrategias.

fenologia: estudio de la periodicidad en la que suceden los procesos naturales
(por ejemplo, la floracion, la aparicion de las hojas, etc.).

fijacion: conservacion de muestras biol6gicas anadiéndoles determinados com-
puestos.

fingerprinting: en el analisis genético, separacion visual de la mezcla de DNA en
funcién del polimorfismo en la secuencia o de la longitud de los fragmentos.
fluorimetro: aparato que permite medir la fluorescencia de una disolucién al
ser excitada por la luz.

freatico: dicese del nivel superior del agua que se acumula en el suelo por in-

filtracion. Por debajo del nivel fredtico, el sedimento esta saturado de agua.

Froude (miimero de): el que relaciona las fuerzas inerciales de un fluido con las
de la gravedad.
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— gémulas/estatoblastos: formas de resistencia caracteristicas de los poriferos y
briozoos de agua dulce, respectivamente, que se producen en condiciones ad-
versas. Consisten en capsulas que contienen células no diferenciadas capaces
de regenerar nuevos individuos.

— glandula de la seda: 6rgano que presentan algunos insectos acuaticos destina-
do a producir filamentos pegajosos de seda que les permiten mantenerse su-
jetos al sustrato, construir habitaculos o redes alimentarias.

— grado-dia: cantidad de calor acumulado en un cierto periodo y calculado como
la suma de las temperaturas medias diarias durante un determinado tiempo.

— hidrograma: grafico que expresa la variacion de caudal durante un periodo
concreto.

— hiporreos: compartimento inferior al superficial en el cauce fluvial e intima-
mente conectado a éste, con dinamica hidrolégica, biogeoquimica y biota ca-

racteristicas.
— rradiancia: intensidad de luz visible.

— histéresis: comportamiento no lineal de las relaciones concentraciéon/caudal
que difieren entre la rama ascendente y la descendente del hidrograma.

— isotopo estable: forma isotopica de un elemento quimico no sujeta a desinte-
gracion radiactiva, manteniéndose estable su peso molecular.

— lago en herradura: el de origen fluvial, de forma de herradura y, normalmente,
formado por estrangulacion de antiguos meandros.

— lenitico: dicese de sistema lacustre o de aguas estancadas.
— lixiviacion: proceso de disolucion de materiales solubles organicos.

— llanura de inundacion: zona terrestre vecina al cauce fluvial, y que puede inun-

darse periédicamente.
— ldtico: referido a rio.

— macrdfito: por oposicion a microéfito, organismo vegetal acudtico visible ma-
croscopicamente.

— meiofauna: pequenos invertebrados benténicos que pueden pasar a través de
un poro de 1 mm de didmetro y que quedan retenidos por un poro de 45 pm.

— metabolismo: en un ecosistema fluvial, se refiere a los procesos de produccion y
respiracion que ocurren en é€l.

— mota: elevacion de tierra, construida normalmente sobre las margenes, para
evitar que se desborden los rios y proteger poblaciones y propiedades hu-
manas.

— mecromasa: materia organica muerta.

— orden de rio: sistema de clasificacion de las entidades de un tramo fluvial en fun-
ci6n de la red de drenaje situada aguas arriba.
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— perifiton: microfitos, algas microscopicas bentoénicas.

— periodo de reclutamiento: intervalo en el que se incorporan organismos a una po-
blacién por nacimiento de nuevos individuos.

— perturbacion: episodio de energia superior a la habitual, que causa una altera-
cion en la estructura y en el funcionamiento del ecosistema. Las perturbacio-
nes de mayor energia pueden tener efectos catastroficos.

— piezometro: pozo de pequeno diametro que se clava en el sedimento o en el sue-
lo para medir la altura de las aguas freaticas o hiporreicas.

— plancton: organismos que viven en suspension en la columna del agua en sis-
temas leniticos o en rios muy lentos.

— plastron: mecanismo de respiracion de algunos insectos acuaticos caracteriza-
do por una zona con pilosidad abundante sobre los espiraculos respiratorios,
que crea una fina pelicula de aire y permite el intercambio de gases con el
agua.

— poblacion cerrada: la de individuos sin inmigracion ni emigracion. Cuando no
es asi, se habla de poblacién abierta.

— poza: area del cauce amplia y profunda, en la que el rio disminuye su veloci-
dad y en la que se favorece la sedimentacion de materiales.

— primer [Véase cebador].

— pristino: dicese del ecosistema libre de cualquier perturbacién originada por
actividad humana.

— produccion primaria: proceso mediante el cual los organismos sintetizan mate-
ria organica a partir de carbono inorganico. Aunque la fuente de energia mas
comun es la radiacién solar, es posible que se efectiie mediante el uso de ener-
gia quimica.

— produccion secundaria: tasa de generacion de biomasa por una poblacién de he-

terotrofos.

— propagulo: elementos de reproduccion asexual en algas y plantas que viajan
por el agua o mediante organismos dispersores.

— pupacion: transformacion de la ultima fase larvaria de los insectos al estadio de
pupa; un estado inactivo inmediatamente anterior a la de adulto.

— quelante: proceso de enlace a un ion metalico. Los compuestos que forman
complejos se llaman agentes quelantes.

— quenching: incorporacién no biética de radiactividad, por ejemplo, la asocia-
da a la adsorcion al sustrato.

— quimismo: quimica del agua.
— radiacion fotosintéticamente activa: radiacion solar emitida en el rango visible,
entre 400 y 700 nm, 1til para la fotosintesis.
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— rambla: cauce con caudal temporal, frecuentemente de tipo torrencial.

— rasgo biologico: caracteristica de los organismos vivos referente a su morfologia,
ciclo vital, reproduccion, dispersion, fisiologia o comportamiento.

— redox: dicese de las reacciones de reduccion y oxidacion.
— régimen hidrologico: patron hidrolégico de un sistema fluvial.

— rendimiento fotonico efectivo: eficiencia fotoquimica en el transporte de electro-
nes en el aparato fotosintético.

— Reynolds (niimero de): el adimensional que relaciona las fuerzas inerciales de un
fluido con las de viscosidad o resistencia de éste al desplazamiento.

— nribera (de) [Véase ripario].
— ripariano [Véase ripario].

— ripario: dicese de la franja de vegetacion herbdcea, arbustiva o arboérea que se
desarrolla en la zona hidrolégicamente conectada al sistema fluvial.

— seudorreplicacion: en estadistica, analisis incorrecto que usa la variaciéon dentro

de la unidad experimental como error experimental.

— servicio (del ecosistema): funciones del ecosistema que derivan de su funciona-

miento y que proveen con bienes o beneficios a la sociedad humana.

— sonicacion: proceso de aplicaciéon de energia de ultrasonidos suficiente para
agitar las particulas adheridas a una superficie y desprenderlas de ésta.

— subcapa difusiva: 1a de agua de unos pocos micrometros de profundidad, en
contacto con el sustrato.

— subcapa viscosa: aquella en la que la friccion interna del agua rivaliza con la
mezcla turbulenta de las capas superiores.

— Surber: red de recoleccion de macroinvertebrados que permite muestreos
cuantitativos.

— termistor: aparato eléctrico para medir la temperatura del agua.

— thalweg: dicese de la linea longitudinal que constituye la parte mas profunda
del cauce fluvial.

— tiempo de recurrencia: el que, por término medio, tarda en acontecer un episo-
dio de un caudal determinado.

— titracion [Véase titulacion)].

— titulacion: método cuantitativo de analisis quimico usado para determinar la

concentraciéon de un sustrato.

— trazador: elemento conservativo (cloruro o bromuro) que permite analizar la
dinamica hidrolégica de un sistema: también se aplica a elementos fluores-

centes que efectiian la misma funcién.
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— wunivoltino: dicese del ciclo de vida con una sola generacion de organismos por
ano.

— vadosa (zona): la parcialmente saturada del suelo entre la superficie de éste y
el nivel freatico del agua subterranea.

— waloracion [Véase titulacion).

— wvelocidad de asimilacion: aquella a la que se mueve una molécula de nutriente

desde la columna de agua al sedimento o biofilm.

— woltinismo: nimero de generaciones por ano de un organismo vivo: asi, el tér-
mino semivoltino equivale a una generacion de mas de un ano, univoltino a

una generacion por ano y multivoltino a varias generaciones por ano.

— zona de retencion transitoria: estructuras que retienen el flujo de las aguas rio aba-
jo; el agua retenida de forma transitoria en estas estructuras (hiporreos, barras
de arena, etc.) se entretiene durante un tiempo superior al tiempo medio de
residencia de la masa de agua que se mueve libremente en el cauce (ZRT).

— zona vadosa [Véase vadosa (zona)].
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Ecologia Acustica de la Universidad de Girona. Su investigacion se centra en
evaluar el impacto de las especies de peces introducidas, concretamente del pez
sol (Lepomis gibbosus), sobre las poblaciones icticas autéctonas, en la peninsula
Ibérica. Analiza la capacidad de invasion de esta especie gracias a su adaptacion
a distintos ambientes mediante cambios morfolégicos y en sus atributos ecol6-
gicos. También esta interesado en los patrones de movimiento, uso del habitat y
rango de dispersion del pez sol como elementos que puedan ayudar a predecir
su distribucién potencial y riesgo de expansion.

CLAUDIA PASCOAL, doctorada en Biologia, trabaja como profesora auxiliar en el
Departamento de Biologia de la Universidad de Minho, en Braga, Portugal. Su
investigacion se centra en las relaciones entre la diversidad y el funcionamien-
to de los rios impactados por las actividades humanas, con enfoque en el pro-
ceso de descomposicion de la materia organica por hongos, bacterias e inverte-
brados, a escala de comunidades, poblaciones y células, con particular interés
en las respuestas de los hongos acuaticos. En los tltimos anos se ha interesado
por el desarrollo de marcadores moleculares para evaluar la diversidad y activi-
dad microbiana.

JEsUs Pozo, doctor en Biologia, es catedratico de Ecologia en la Facultad de Cien-
cia y Tecnologia de la Universidad del Pais Vasco en Bilbao. Su investigacion se
centra en aspectos funcionales de los rios, como la descomposicion de la hoja-
rasca o los balances organicos en estos ecosistemas, en su variabilidad y en los
efectos de las actividades humanas sobre esos procesos. La sensibilidad de los mis-
mos al cambio ambiental abre una via de aplicacion potencial de los resultados.

ALBERTO RODRIGUES-CAPITULO, doctor en Ciencias Naturales con Orientacion Eco-
logia. Es investigador del CONICET, y profesor titular de la Catedra de Ecologia
de Poblaciones en la Facultad de Ciencias Naturales y Museo de la Universidad Na-
cional de la Plata, Argentina, y también es director del Instituto de Limnologia
«Dr. Raudl A. Ringuelet» (ILPLA CONICET La Plata-UNLP). Su investigacion se
centra actualmente en la ecologia del zoobentos de sistemas I6ticos pampeanos y
del Rio de la Plata; estudia las respuestas funcionales de las poblaciones de ma-
croinvertebrados y su uso en la biomonitorizacién de calidad del habitaty del agua
en rios y arroyos de llanura. Realiza transferencia de los resultados a entidades pu-
blicas y del sector productivo vinculados a la gestion ambiental.

ANNA M. RoMANI, doctora en Biologia, trabaja como profesora agregada en la Fa-
cultad de Ciencias de la Universidad de Girona. Su investigacion se centra en la
ecologia microbiana en los rios, especialmente en el funcionamiento y la estruc-

tura de las comunidades del biofilm y su papel en la descomposicion y utilizacion

442



NOTA SOBRE LOS AUTORES

de materia organica. Trabaja en ecosistemas mediterraneos sometidos a una mar-
cada estacionalidad y cambios drasticos de caudal, y en sistemas sometidos a per-
turbaciones humanas (nutrientes, toxicos).

FRANCESC SABATER, doctor en Biologia, es profesor titular de Ecologia y de Lim-
nologia en la Universidad de Barcelona. Sus lineas de investigacion se centran
en aspectos biogeoquimicos relativos a la dindmica de nutrientes y al procesado
de la materia organica disuelta en los ecosistemas fluviales. Dichos trabajos se re-
lacionan con la hidromorfologia del cauce fluvial, y tienen un interés aplicado
en la restauracion fluvial. También estudia las respuestas geoquimicas y el papel
de los ecosistemas riparios en funcion de las crecidas y de los usos del territorio
en la cuenca. Los resultados de esa investigacion son de interés en la gestion de
cuencas fluviales.

SERGI SABATER, doctor en Biologia por la Universidad de Barcelona, es catedrati-
co de Ecologia en la Universidad de Girona e investigador del Instituto Catalan
de Investigaciones del Agua (ICRA). Sus intereses en investigacion se hallan en la
ecologia fluvial e incluyen la ecologia y taxonomia algal, la estructura y el fun-
cionamiento del biofilm fluvial y la interaccién de éste con los nutrientes y toxi-
cos. Esta especialmente interesado en el funcionamiento global del ecosistema
fluvial, y su respuesta en relacién con las alteraciones hidrolégicas y las perturba-
ciones humanas.

ALEXANDRA SERRA, licenciada en Biologia, en la actualidad cursa el doctorado en
el Instituto de Ecologia de la Universidad de Girona. Su investigacién se enmar-
ca en el ambito de la ecologia fluvial y la ecotoxicologia, mds concretamente en
el estudio de la dindmica de nutrientes y metales pesados en el ecosistema fluvial,
asi como en los efectos, tanto estructurales como funcionales, de los metales pe-
sados sobre comunidades perifiticas fluviales, incluyendo aspectos de toxicidad y
bioacumulacién.

SyLvIE TOMANOVA, doctora en Hidrobiologia, actualmente trabaja como ingenie-
ra en la Oficina Nacional del Agua y de los Medios Acudticos (ONEMA), Francia.
Su tema de investigacion cubre principalmente los invertebrados de la zona tro-
pical de América del Sur y Asia. Se dedica al mismo tiempo a la ecologia de los
peces en zonas templadas.

ANNA ViLA, doctora en Biologia, es profesora en la Universidad de Girona y
miembro del Instituto de Ecologia Acudtica de la misma universidad. Su trabajo
se centra en las estrategias vitales de peces continentales, en atributos de los ci-
clos vitales y caracteristicas ecologicas de especies nativas e introducidas, y en la

condicioén de peces continentales en relacion con las caracteristicas ambientales.
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Lruis ZAMORA, doctor en Biologia, trabaja como profesor ayudante doctor en la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Girona, y es miembro del Instituto de
Ecologia Acuatica de la misma universidad. Su investigacion se centra en la eco-
logia de peces continentales de lagos, embalses y rios, siendo su especializaciéon
el estudio del uso del habitat y patrones de desplazamiento. Participa en diversos
proyectos que tratan sobre la conservacion de la fauna ictica, asi como del efecto
de las introducciones de peces exoticos sobre las especies autoctonas.
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