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Version del protocolo Fecha Modificaciones

Version 1 19/12/2014 Se incluye el apartado 10
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de métricas de fitoplancton en
embalses

Version 2 20/01/2016 Se corrige error en la férmula
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estado ecolégico en base a los
RCE transformados.




INDICE

I T oY =T | Y 3PP 7
A © 1= N = 1 1V @ PPN 7
3. NORMATIVA DE REFERENCIA .. cuuitiiit ettt et e et e et e e e e e e e et e e e e e et e et e e e e e ea e et e eaneeeaeeaneeeneeeen 7
4. EQUIPOS, REACTIVOS Y CONSERVANTES ....uittiiiitieiteeteeaieett e et eean e e st e et e e s e e s e eaneean e e e eeaneeanns 8
4.1.EQUIPOS Y REACTIVOS PARA LA EXTRACCION DE PIGMENTOS......uuuuuuuuuuenusrsnnsnnsnnnnnnnnnsnsssnnnnnnnes 8
4.2.EQUIPOS Y REACTIVOS PARA LA DETERMINACION DE LA CLOROFILA A ....vvvvvvieiveieneenssnsesnssnsnnnnnnns 8

4.3.EQUIPOS Y REACTIVOS PARA LA IDENTIFICACION, RECUENTO DE CELULAS Y CALCULO DEL

BIOVOLUMEN DEL FITOPLANCTON. ....cciiuiiiiiritis it e itis st sses b sbe s ae s snas s snassne s snanssnaesnee s 9
5. PROCEDIMIENTO DE ANALISIS DE LAS MUESTRAS EN LABORATORIO .......cuuvviimmiiimiiniiininnninninnn. 10
6. PROTOCOLO ANALITICO DE CLOROFILA @.....ccooeiiiiiiiiiiiiiiiiiciiecieececcceeceeee e 10
6.1. CONCENTRACION DEL FITOPLANCTON Y EXTRACCION DE PIGMENTOS ........ccoouieiiiiiiiciiieieene 10

6.2.DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DEL EXTRACTO Y CUANTIFICACION DE CLOROFILA...11

7. |IDENTIFICACION, RECUENTO DE CELULAS Y CALCULO DE BIOVOLUMEN DEL FITOPLANCTON ....... 12
7.1.CALIBRACION DEL EQUIPO .....cettiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeseeseeeeeeeeeesaaaaeaaataaaaaaeaaeaaaaraaaaraaeeees 12
7.2. PREPARACION DE LA MUESTRA . ...cctttttitttetteteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeaeaeeaeaaeaaeaaeraaaaaaeeeaeeeees 13
7.3. IDENTIFICACION TAXONOMICA ... .eeitiieeietts e e e et e e e et s e e eeta s e e e et e eeeata s e e aatnn e eeasan e aeesnnaeeeennns 14
7. 4. RECUENTO DE CELULAS. ...coitttiiiieteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeaeaaeeeeaaeeeaaaaaeeeeaeeees 14
7.5.CALCULO DEL BIOVOLUMEN .....ceotiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaeaeeeaeaeeeeaeeaaeeeaaaaaaeeaeeaees 16
8. PROCESADO DE LOS DATOS ...iuuiitiitieett et aeete et eet e eteeaaee st e et e esaee et e stnsesneesnaestneesneesnaarnnns 17
9. PROCEDIMIENTO DE CALCULO DE METRICAS ....uuiiteiieiteei e et e eeete e e e et e ea e e e e saeeaneeaneaennnns 17
9.1. CONCENTRACION DE CLOROFILA A..ouiiiiuieii et e e e e eee e et e et e e et e et e e et e e st e e et e e et e eateeeennns 18
9.2. BIOVOLUMEN TOTAL DE FITOPLANCTON ...ceitiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseessessseeeeeeesseesesreraeeeeeeees 18
9.3. PORCENTAJE DE CIANOBACTERIAS (SOLO PARA EMBALSES) ....cctttiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeees 18
9.4.INDICE DE GRUPOS ALGALES (IGA) (SOLO PARA EMBALSES) ....ceetiitituiaeeeeaeeeeenninaaaaeeeeeeennennnnnns 18
10. PROCEDIMIENTO PARA LA COMBINACION DE METRICAS DE FITOPLANCTON EN LAGOS ............... 19
10.1.  CALcULO DEL RATIO DE CALIDAD ECOLOGICA (RCE) ...coooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 19
10.2.  TRANSFORMACION DEL RCE A ESCALAS NUMERICAS EQUIVALENTES .....ccceeeeeeeeeeeeeeeennn. 19
MINISTERIO

DE AGRICULTURA, ALIMENTACION
4 Y MEDIO AMBIENTE



10.3. COMBINACION DE RCE TRANSFORMADOS PARA CLASIFICACION DEL ESTADO ECOLOGICO.20

11. PROCEDIMIENTO PARA LA COMBINACION DE METRICAS DE FITOPLANCTON EN EMBALSES

(YA 28] TP 20
11.1. CALCcULO DEL RATIO DE CALIDAD ECOLOGICA (RCE) ...ccvviiiiiiie e 20
11.2. TRANSFORMACION DEL RCE A ESCALAS NUMERICAS EQUIVALENTES ...uivuiiiniiiiiiceineeannns 21

11.3. COMBINACION DE RCE TRANSFORMADOS PARA LA CLASIFICACION DEL POTENCIAL
[0l 16 1] [ @ 1 23

ANEXO I: HOJA DE RESULTADOS ... .ottt e e e e eenens 24

MINISTERIO
DE AGRICULTURA, ALIMENTACION
S Y MEDIO AMBIENTE







1. APLICABILIDAD

Este protocolo de andlisis y calculo de métricas de fitoplancton es de obligada aplicacion en la
explotacién de las redes oficiales de evaluacién del estado / potencial ecolégico en cumplimiento de
la Directiva 2000/60/CE, Directiva Marco del Agua, que explotan las Confederaciones Hidrograficas
(CCHH), bien directamente o a través de contratos de servicios.

Las estaciones en las que se utilizar4 este protocolo son las pertenecientes al programa de control
de vigilancia, programa de control operativo, programa de control de investigacion y redes de
referencia.

Este protocolo se aplica a muestras tomadas con el Protocolo de muestreo de fitoplancton en lagos y
embalses (Cddigo: M-LE-FP-2013) en las masas de agua naturales de la categoria lagos (lagos,
lagunas y humedales) asi como en las masas de agua artificiales o muy modificadas asimilables a
lagos (incluyendo embalses) que aparecen en la Orden ARM/2656/2008, de 10 de septiembre, por la
gue se aprueba la Instruccién de Planificacion Hidrolégica (IPH), siendo aplicable al analisis en
laboratorio de la concentracion de clorofila a, identificacién de taxones, recuento de células y célculo
de biovolumen para la determinacion de las métricas correspondientes al elemento de calidad
composicion y abundancia de fitoplancton. En concreto, los procedimientos descritos comprenden el
calculo de las siguientes métricas, cuando proceda segun la categoria de la masa de agua:

= Concentracion de clorofila a.

= Biovolumen total de fitoplancton.
= Porcentaje de cianobacterias.

= Indice de Grupos Algales (IGA).

2. OBJETIVO

La Directiva 2000/60/CE, Directiva Marco del Agua, establece que los Estados miembros deberan
poner en marcha programas de seguimiento. Estos programas deben permitir controlar y evaluar la
composicion y abundancia del fitoplancton.

La Directiva Marco del Agua establece que los métodos empleados para controlar los indicadores de
evaluacién de los elementos de calidad bioldgicos seran conformes a las normas internacionales o
nacionales que garanticen el suministro de informacion de calidad y comparabilidad cientifica
equivalentes.

Por lo tanto, el objetivo de este protocolo es establecer un método analitico de fitoplancton en
laboratorio y un método de célculo de métricas de fitoplancton que garantice el cumplimiento de los
requisitos mencionados anteriormente.

3. NORMATIVA DE REFERENCIA

La normativa de referencia de este protocolo es la que se enumera a continuacion:

= Directiva 2000/60/CE del Parlamento Europeo y del Consejo por la que se establece un
marco comunitario de actuacion en el ambito de la politica de aguas.

= RD Legislativo 1/2001 por el que se aprueba el Texto Refundido de la Ley de Aguas.

= RD 907/2007 por el que se aprueba el Reglamento de Planificacion Hidrologica.

=  Orden MAM/3207/2006 por la que se aprueba la ITC-MMA EECC-1/06 Instruccion técnica
complementaria sobre determinaciones quimicas y microbiolégicas para el analisis de las
aguas.

= Orden ARM/2656/2008 por la que se aprueba la Instruccion de Planificacion Hidroldgica.

= Orden MAM/985/2006 por la que se desarrolla el régimen juridico de las entidades
colaboradoras de la administracion hidraulica en materia de control y vigilancia de calidad de
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las aguas y de gestion de los vertidos al dominio publico hidraulico.

Otra documentacion de referencia:

Standard 1SO 10260:1992, Water quality— Measurement of biochemical parameters —
Spectrometric determination of the chlorophyll-a concentration.

Standard Methods 10200H (APHA, 1998)*

UNE — EN 15204: 2007 — Guia para el recuento de fitoplancton con microscopia invertida
(técnica de Utermohl).

WISER Deliverable D3.1-4 Guidance document on sampling, analysis and counting standards
for phytoplankton in lakes.

Draft proposal of “Water quality — Phytoplankton biovolume determination by microscopic
measurement of cell dimensions” (CEN TC 230/ WG 2/ TG 3/N116 30/03/2008).

Protocolo de muestreo de fitoplancton en lagos y embalses (Codigo: M-LE-FP-2013).
Tesauro para la clasificacion del estado ecoldgico de las masas de agua continentales
(TAXAGUA?).

CEDEX (2010): Seleccion de métricas para la evaluacion del estado ecoldgico de las masas
de agua de la categoria “lagos” basadas en el elemento de calidad “composicion, abundancia
y biomasa de fitoplancton”, en aplicacién de la Directiva Marco del Agua.

4. EQUIPOS, REACTIVOS Y CONSERVANTES

Los trabajos de laboratorio se llevaran a cabo tomando todas aquellas medidas necesarias para
garantizar que se desarrollan en unas condiciones adecuadas de seguridad e higiene.

4.1. EQUIPOS Y REACTIVOS PARA LA EXTRACCION DE PIGMENTOS

Equipo de filtracion.

Bomba de vacio.

Probeta para medir el volumen filtrado.

Filtros de microfibra de vidrio GF/F o similar.

Tubos de centrifuga de vidrio de 15 mL con tap6n de rosca y gradilla portadora.

Solucién de carbonato magnésico saturada: disolver 1 g de MgCOs; en polvo en 100 mL de
agua destilada.

Solucién de acetona (BP 56° sintesis) al 90%: mezclar 90 partes de acetona con 10 partes de
agua destilada o de la solucion saturada de carbonato magnésico.

Nevera con congelador.

Pinzas de punta roma.

Triturador de tejidos vegetales 0 mejor un aparato de sonicacion.

Contenedor opaco para proteger los extractos de pigmentos de la luz ambiental.

4.2. EQUIPOS Y REACTIVOS PARA LA DETERMINACION DE LA CLOROFILA A

Centrifuga refrigerada (opcional) o filtros de un solo uso resistentes a solventes organicos y
jeringa de 10 mL de un solo uso, igualmente resistente a éstos.

Espectrofotometro con anchura de banda estrecha (de 0,5 a 2 nm), preferiblemente de
barrido.

Cubetas de vidrio o cuarzo con tapon esmerilado. Antes de medir, la cubeta debe ser lavada
con una disolucion de acido nitrico al 20%, después lavada con agua destilada y finalmente

! APHA, 1998: Standard methods for the examination of water and wastewater, 20.2 ed., Washington D.C. (EE.UU.), American Public
Health Association.

2 http://lwww.magrama.gob.es/es/agua/temas/estado-y-calidad-de-las-aguas/aguas-superficiales/programas-

sequimiento/TAXAGUA.aspx
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pasada un par de veces por la acetona utilizada como solvente de extraccion.
Submuestreador (Wrona et al., 1982) opcional.

= Pipeta de 5 mL de vidrio de clase A o, alternativamente, pipeta automatica de 5 mL con
émbolo ceramico (para evitar que sea dafiada por la acetona).

= Pipetas Pasteur de vidrio de un solo uso y chupete succionador.
=  Papel absorbente.

4.3. EQUIPOS Y REACTIVOS PARA LA IDENTIFICACION, RECUENTO DE CELULAS Y CALCULO DEL
BIOVOLUMEN DEL FITOPLANCTON

=  Microscopio invertido: Debe estar equipado con un condensador de apertura numérica (AN)
de 0,5 como minimo y objetivos de bajos aumentos (4x o0 10x) y de aumentos altos 20x y 40x
(60x 0 un objetivo de inmersion 100x es recomendado para la identificacion y calculos de
biovolimenes de pequefias especies). Los oculares x10 o x12,5 estardn equipados, uno de
ellos, con un micrometro ocular calibrado y el otro con una cuadricula de recuento calibrada
(necesaria en el caso de contar transectos). Estas piezas de los oculares no son necesarias si
el microscopio esta conectado a un ordenador y se dispone de un programa de andlisis de
imagen que permita realizar medidas. Para exdmenes en detalle es aconsejable usar un
microscopio equipado con contraste de fases o mejor con contraste interferencial de
Nomarski.

= Camara digital acoplada al microscopio.
= Aceite de inmersion, si se va a utilizar el objetivo de inmersién 100x.

= Cémara o cubeta de sedimentacién de 10 a 100 mL de capacidad y de aproximadamente 25
mm de diametro: consiste en una columna vertical con una base a través de la cual el
contenido puede ser observado con el microscopio invertido. La columna, de volumen variable
segun el tipo de lago, se llena de muestra y las particulas sedimentan en el fondo de la
camara. El tipo habitual de camara consta de dos piezas: una columna superior y una base.
Esta Ultima lleva una arandela enroscable y un cubreobjetos redondo del diametro adecuado
que delimitan una camara cilindrica de pequefia altura. Una vez que las algas han
sedimentado en el fondo, la columna superior se desliza hacia un lado y se sustituye por una
tapa de vidrio. Se recomienda que el grosor del fondo de la cubeta (cubreobjetos circular) no
exceda los 0,17 mm.

= Pipetas variadas para el caso de que sea necesario hacer diluciones o concentraciones.

= Cilindros de sedimentacion graduados para concentrar la muestra en el caso de aguas muy
oligotréficas, con densidades de fitoplancton extremadamente bajas.

=  Etanol (C2HsOH) al 96% para el lavado de las cubetas.

= Acido acético glacial.

= Agua con lugol, a la misma concentracion de la muestra (indicado en el protocolo de muestreo
de fitoplancton), para realizar las diluciones necesarias.

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

= Claves de identificacion de los elementos de calidad biologicos (ID-TAX®) y/o guias de
identificacion e iconografia adecuadas al &mbito de estudio.

= Version mas actualizada del Tesauro para la clasificacién del estado ecoldgico de las masas
de agua continentales (TAXAGUA®).

*http://www.magrama.gob.es/es/agua/temas/estado-y-calidad-de-las-aguas/aguas-superficiales/programas-
sequimiento/ID-TAX.aspx
‘http://www.magrama.es/es/agua/temas/estado-y-calidad-de-las-aguas/aguas-superficiales/programas-
sequimiento/TAXAGUA.aspx
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5. PROCEDIMIENTO DE ANALISIS DE LAS MUESTRAS EN LABORATORIO

A partir de las muestras tomadas mediante el Protocolo de muestreo de fitoplancton en lagos y
embalses (Codigo: M-LE-FP-2013) se llevaran a cabo los analisis en laboratorio correspondientes
gue permitan el calculo de las métricas de estado / potencial ecoldgico.

Las muestras tomadas mediante el protocolo citado anteriormente son:

» Muestras para el andlisis de la concentracion de clorofila a.
= Muestras para la identificacion, recuento y calculo de biovolumen del fitoplancton.

= Muestras de red para la ayuda en la identificacion del fitoplancton en el control de
investigacion.

A partir de estas muestras se seguiran los procedimientos analiticos descritos a continuacion para
obtener la informacion necesaria para el calculo de las métricas aplicables a lagos y embalses.

6. PROTOCOLO ANALITICO DE CLOROFILA &

La concentracion de clorofila a es una medida indirecta de la biomasa del fitoplancton. El
procedimiento para su andlisis consiste en la concentracion del fitoplancton; la extraccion de los
pigmentos con una solucion acuosa de acetona (90%); y la determinacion de la densidad éptica
(absorbancia) del extracto por medio de un espectrofotdmetro.

El procedimiento que se describe esta basado en Standard Methods 10200 H (APHA, 1998)°, y es
compatible con el Standard ISO 10260:1992, “Water quality— Measurement of biochemical
parameters — Spectrometric determination of the chlorophyll-a concentration”, aunque éste ultimo
recomienda la extraccion de clorofila mediante etanol.

6.1. CONCENTRACION DEL FITOPLANCTON Y EXTRACCION DE PIGMENTOS

La alicuota destinada al andlisis de clorofila obtenida a partir de la muestra integrada (Protocolo de
muestreo de fitoplancton en lagos y embalses Cédigo: M-LE-FP-2013) puede filtrarse en campo o en
laboratorio.

En caso de filtrado en laboratorio éste se llevara a cabo a partir de la muestra refrigerada a 4° C y
conservada en oscuridad, durante las siguientes 24 horas al muestreo.

» Cuando la muestra se filtre en laboratorio se concentrard mediante el filtrado de un volumen
suficiente de agua (normalmente entre 0,1 y 2 litros, dependiendo del estado trofico de la
masa de agua), a través de un filtro de microfibra de vidrio (tipo GF/F o equivalente) y a una
presion de menos de 100 mm Hg (~0,15 atm). La adicién de una suspensién acuosa de
carbonato magnésico al 1% aumenta la eficiencia de retencién del filtro y evita la degradacién
de la clorofila (APHA, 1998). Los filtros utilizados para la filtracion deben ser de microfibra de
vidrio de 47 mm de diametro, con capacidad para retener todas las particulas de tamafio
superior a 0,7 pm.

* Posteriormente es necesario retirar el filtro del dispositivo de filtracion mediante unas pinzas
de punta roma. El filtro debera quedar lo mas escurrido posible. Si el filtro retiene un exceso
de agua, ésta alterard el volumen final del solvente de extraccion afiadido y también su
concentracion. Tras retirar el filtro del soporte de filtracion, se depositar4 sobre un papel de
filtro blanco, seco y limpio durante unos segundos, para que por capilaridad pierda el agua
sobrante. Si es necesario se repetira la operacion moviendo el filtro a una nueva posicién
seca del papel de filtro. Finalmente, se colocara el filtro cuidadosamente enrollado en el tubo

® En aguas muy oligotréficas con muy bajo contenido en clorofila se filtrara un volumen suficiente de agua, incluso utilizando varios filtros,
para que la medida sea fiable.
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donde se va a realizar la extraccion (normalmente un tubo de vidrio de 15 mL de capacidad,
con tapén de rosca resistente a la acetona).

= En caso de filtrado en campo, el andlisis se iniciara a partir de los filtros congelados a una
temperatura inferior a -20°C, siempre antes de que transcurran 2-3 semanas desde el
muestreo. En cualquier caso (filtrado en campo o en laboratorio), se debera mantener el filtro
congelado (-20 °C), preferiblemente en el mismo tubo donde se realizard posteriormente la
extraccion, y protegido de la luz. El filtro se puede conservar asi hasta 2-3 semanas, aunque
es recomendable proceder a su procesado cuanto antes.

= Parainiciar el procedimiento de extraccion se afiadira al tubo con el filtro de fitoplancton 5 mL
de solucion de acetona 90% de manera que cubra totalmente al filtro (afiadir mas cantidad de
acetona si fuera necesario).

= Posteriormente se realizara, como minimo, una trituracion mecénica que garantice la rotura
de las células pues de lo contrario la cantidad de pigmento extraido de algunas algas de
paredes robustas puede verse mermada hasta en un 50%. Dado el pequefio tamafio de
algunas algas y cianobacterias (picoplancton) la mera trituracion mecénica puede no ser
efectiva, por lo que se recomienda complementar esta trituracion con una serie de tres
tratamientos de sonicacion de la muestra, a intervalos de 1-2 horas tras afadir el solvente de
extraccion, durante los que se les aplicara ultrasonidos en un bafio sonicador con agua fria y
hielo picado. El tiempo de sonicacion no debe exceder los 2 minutos y, tras aplicar los
ultrasonidos, la muestra debe volver al congelador o nevera durante 1-2 horas. El
procedimiento se completara agitando los tubos a intervalos periddicos una o dos veces entre
sonicaciones.

*» Finalizada la trituracion o sonicacion, se mantendra la muestra en frio (0 — 4 °C) y en la
oscuridad, al menos 12 horas pero no mas de 24 horas, pues en esas condiciones podria
empezar la degradacién del pigmento. También puede realizarse la extraccion durante al
menos 24 horas en congelador a -20°C y siempre en oscuridad pero sin exceder los 2-3 dias.

= Todo el proceso debe realizarse en la oscuridad o con una iluminacion indirecta lo mas tenue
posible.

6.2. DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DEL EXTRACTO Y CUANTIFICACION DE LA CLOROFILA

La determinacién espectrofotométrica y cuantificacion de la clorofila a del extracto se realizard
después de que el proceso de concentracion y extraccion de pigmentos haya terminado. Para ello se
seguiran los pasos descritos a continuacion:

» Una vez concluida la extraccion, y después de agitar los tubos por dltima vez para
homogenizar su contenido, se procedera a retirar los restos grandes del filtro con ayuda de
unas pinzas y seguidamente a centrifugar los tubos en una centrifugadora preferiblemente
refrigerada (4°C) y en oscuridad durante 5 minutos a 3.500 rpm, o bien a filtrar el solvente a
través de un filtro de un solo uso, de pequefio volumen muerto y de membrana filtrante
resistente a solventes organicos.

» Se medira el volumen del extracto. Es importante trabajar rapido para evitar la evaporacion de
la acetona y la variacién del volumen del extracto.

» La medida del extracto en el espectrofotobmetro debe realizarse en cubetas de vidrio o cuarzo,
preferiblemente de boca esmerilada provistas del correspondiente tapon hermético, del tipo
utilizado para medidas con solventes volatiles.

» La cubeta ha de lavarse con una pequefia alicuota de la muestra antes de su llenado para
efectuar la lectura. Es muy importante que cuando se toma la muestra del tubo de
centrifugacion no se resuspenda el sedimento. Cualquier medida en la que se aprecie
turbidez debida a restos del material u otros detritus no tiene validez. La espectrofotometria
solo es aplicable a soluciones completamente transparentes.

» Una vez llenada la cubeta, se mediran las densidades Opticas del extracto para las longitudes
de onda que requiere la formula sefialada a continuacion. Las absorbancias de las muestras
se miden frente a un blanco realizado con el solvente de extraccion utilizado (acetona 90 %).

» Las medidas pueden realizarse en espectrofotometros de bandas fijas, aunque es preferible
realizar un barrido entre 350 y 850 nm y de ahi extraer las absorbancias a las longitudes de
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onda necesarias para el calculo, ya que al disponer de un espectro de absorcién entre 350 y
850 se podrian hacer célculos adicionales de otros pigmentos, ajustar mejor los calculos de
correccion y calcular diversos indices pigmentarios del fitoplancton.

= Los pigmentos en extracto son muy sensibles a la luz por lo que hay que realizar este
proceso, asi como la lectura espectrofotométrica, con la luz de la habitacién muy atenuada, y
mantener los tubos a baja temperatura en un contenedor opaco o debidamente protegidos de
la luz.

Para el célculo de la concentracion de se utilizara la férmula tricromatica de Jeffrey y Humphrey
(1975)%:

[11,85* (A664 — A750) —1,54( A647 — A750) —0,08* (A630 — A750)]*v

Chl.“a” (mg/m3) = V7

Dénde:

A630, A647, A664, A750 = Densidad 6ptica (absorbancia) medida a las longitudes de onda indicadas
(en nm)

v = volumen del extracto, en mL

V = volumen de agua filtrada, en L

Z = Paso optico de la cubeta, en cm

7. IDENTIFICACION, RECUENTO DE CELULAS Y CALCULO DE BIOVOLUMEN DEL FITOPLANCTON

Para el andlisis de la composicién del fitoplancton se utilizara el método de Uterméhl con microscopio
invertido, siguiendo la norma para el recuento de fitoplancton: UNE — EN 15204:2007 — Guia para el
recuento de fitoplancton con microscopia invertida (técnica de Utermoéhl) y las recomendaciones
establecidas en Deliverable D3.1-4 Guidance document on sampling, analysis and counting
standards for phytoplankton in lakes (WISER).

El andlisis cuantitativo que se describe a continuacién comprende la descripcion de los siguientes
procedimientos:

»=  Calibracion del equipo.

= Preparacion de la muestra.
= |dentificacién taxondmica.
= Recuento de células.

= Calculo de biovolimenes.

7.1. CALIBRACION DEL EQUIPO

Las operaciones sefialadas a continuaciéon para calibrar el equipo Unicamente es necesario
realizarlas una vez.

» Asegurarse de que el volumen de la camara de sedimentacion (las combinaciones de base y
columna) tienen el volumen esperado (5, 10, 25, 50 o 100 mL). Si hay variaciones, se haran
los célculos posteriores con los volumenes exactos. Se puede calcular el volumen pesando la
camara, incluidos el cubreobjetos y la placa de vidrio, antes y después de llenarla con agua
destilada. La diferencia, en gramos, es equivalente al volumen de la camara, en mililitros. Se
repetird 3 veces esta operacion y se considerara el valor medio de los volimenes obtenidos.

= Se calculard el area de la superficie de cada cadmara, midiendo 5 veces el didmetro con la
ayuda de, por ejemplo, un calibrador micrométrico.

= El micrémetro y la cuadricula de recuento de los oculares del microscopio tienen que estar

® JEFFREY, S.W. y G.F. HUMPHREY. 1975. New spectrophotometric - equations for determining chlorophylls a, b, c1 and
c2 in higher plants, algae and natural phytoplankton. Biochem. Physiol. Pflazen 167:191-194
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calibrados para cada uno de los objetivos. Se puede hacer con un portaobjetos micromeétrico
graduado (por ejemplo, 100 um divididas en 10 divisiones de 10 um cada una).

= Para cada uno de los aumentos que se va a usar, hay que calcular el area de los campos de
recuento y el area de los transectos. Los campos de recuento pueden ser: todo el campo
ocular, el delimitado por la cuadricula ocular (que puede ser un cuadrado o una rejilla) o el de
la pantalla del ordenador (en el caso de usar esta opcidn de recuento). Para calcular el area
de los transectos se tendrd en cuenta el diametro de la camara y las dimensiones de la
cuadricula ocular o del area observada en la pantalla del ordenador (si se elige esta opcion).

7.2. PREPARACION DE LA MUESTRA

El siguiente procedimiento incluye la aclimatacion y homogeneizacion de la muestra fijada con lugol,
la concentracién o dilucion de la misma, en caso de que sea necesario, y la preparacion de las
submuestras que se van a observar al microscopio.

Antes de iniciar los procesos que se sefialan a continuacion, las diferentes partes de las camaras de
sedimentacion deben estar limpias y secas. Se debe cuidar especialmente la limpieza del fondo de la
cubeta. Para ello se limpiara con etanol (96%) entre dos recuentos, si fuera necesario.

Aclimatacion de la muestra

Las muestras, las cubetas de sedimentacion y los equipos que se vayan a utilizar deben someterse a
un periodo de aclimatacion a temperatura ambiente (en general de 12 horas aunque puede variar
segun las diferencias de temperatura y el volumen de la muestra). De este modo se limitaran las
corrientes de conveccion y se favorecerda la distribucion al azar del fitoplancton sedimentado en la
muestra.

Homogeneizacion de la muestra

Durante el tiempo en el que las muestras estan almacenadas, las particulas sedimentan en la botella
y se forman agregados entre algas pequefias y otras algas, colonias mas grandes o detritus. La
homogenizacién de la muestra supone la resuspension y separacion de las particulas. Mediante giros
horizontales y verticales de la botella durante aproximadamente dos minutos se deben mezclar
suavemente las muestras a fondo.

Preparacion de las muestras

» Se usara una cadmara de sedimentacion de un tamafio adecuado, dependiendo de la
concentracion del fitoplancton en la muestra (la concentracion de clorofila puede servir como
guia). No se recomienda utilizar camaras de menos de 5 mL o de mas de 100 mL. Para
densidades de fitoplancton muy altas o muy bajas es necesario diluir o concentrar la muestra.
Como regla general, hay que conseguir de 4 a 20 unidades de recuento por campo al maximo
aumento (400x-1000x).

» Se llenard la cubeta de sedimentacion con la muestra. Tapar la cubeta con una pieza
cuadrada o circular de cristal, evitando la formacion de burbujas de aire. Se colocara la
camara de sedimentacion en una superficie horizontal plana evitando fuentes de calor, luz y
vibracion. Es necesario poner una nota al lado de la cdmara con el sitio y la fecha de
muestreo, asi como el volumen de muestra sedimentado.

= El tiempo de sedimentacion recomendado para las cdmaras de 10 mL es de al menos 12
horas, para las de 25 mL, de al menos 24 horas, para las de 50 mL, al menos 48 horas y para
las de 100 mL, 72 h. Hay que tener en cuenta que un tiempo de sedimentacion demasiado
largo (varios dias) aumenta el peligro de formacién de burbujas y produce alteraciones en la
sedimentacion.

= Después de la sedimentacion, si se estan utilizando camaras de dos piezas (base y columna),
se deslizara la columna hacia un lado y se reemplazaré por un cubreobjetos procurando que
en este proceso no se introduzcan burbujas de aire en la camara. Se colocara la camara
suavemente en el microscopio. Las camaras abiertas no se deben mover, ya que las algas
sedimentadas se pueden desplazar.
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= Se observara la cdmara con un objetivo de pocos aumentos. Si nho se ha conseguido una
distribucion uniforme, hay que preparar una nueva submuestra.

=  Si se observan, con el objetivo de menos aumentos, muchos organismos flotando en la parte
superior de la camara (cianobacterias o Botryococcus), preparar de nuevo la muestra
afadiendo de 5 a 10 gotas de &cido acético glacial directamente sobre la muestra antes de la
homogeneizacion, o bien utilizar alguna otra técnica, de las sefialadas en la norma UNE-EN
15204:2007, para solucionar este problema.

Concentracion o dilucién de las muestras

= En aguas con densidad de algas muy baja (aguas ultra-oligotréficas), se recomienda
concentrar la muestra. Normalmente, 250 mL es suficiente. El método mas utilizado consiste
en dejar sedimentar la muestra en cilindros de sedimentacién graduados que se mantienen a
oscuras y a temperatura ambiente constante durante 3 dias. Posteriormente se eliminara el
agua sobrenadante hasta dejar 25 mL en el fondo del cilindro.

= En aguas con densidad de algas elevada (aguas eutréficas e hipereutréficas) donde la
sedimentacion de 5 mL de muestra da lugar a una concentracion de fitoplancton demasiado
elevada para su recuento, es necesario diluir la muestra antes de su sedimentacion. Para ello
se afiadira, a un volumen conocido de submuestras, la cantidad necesaria de agua con lugol.
Se utilizara agua del grifo, mejor que agua destilada, para que los procesos osméticos no
afecten a la morfologia celular.

7.3. IDENTIFICACION TAXONOMICA

Antes de empezar los recuentos debe hacerse un inventario de los taxones presentes explorando la
muestra a varios aumentos.

La identificacion de los taxones se realizara preferentemente con el apoyo de las claves y guias
elaboradas por la DGA a tal efecto (ID-TAX). Es importante comprobar las descripciones escritas de
las especies (no sélo comparar con dibujos o fotos) y tener en cuenta la informacion ecolégica
(distribucion, habitat, requerimientos). TAXAGUA proporciona informacion de interés sobre las
propiedades de los diferentes taxones, sindbnimos, nombre aceptado actualmente, etc.

Se identificaran los taxones encontrados hasta el nivel taxon6mico mas preciso posible (género o
especie), pero hay que tener en cuenta que es mejor identificar correctamente a un nivel superior que
hacer una identificacion errénea a un nivel inferior. Se codificard a las especies segun el codigo
TAXAGUA.

La muestra de fitoplancton de red recogida en el muestreo puede ayudar, si es necesario, a la
identificacion de algunos taxones del microplancton (>20 pym) poco abundantes en la muestra
sedimentada.

Se recomienda realizar dibujos y fotografias, de utilidad como coleccién de referencia.

El trabajo de identificacion y recuento soOlo puede realizarlo personal especializado (con
entrenamiento de varios afios). Para la identificacion de las especies en las muestras de referencia
se recomienda contar con el apoyo de expertos, asi como para la verificaciéon de los taxones
encontrados que susciten dudas.

7.4. RECUENTO DE CELULAS

Proceso de recuento

La estrategia del area de la camara a contar depende de la composicion del fitoplancton de la
muestra. Siempre habra que contar los taxones de menor tamafio a muchos aumentos, en campos
elegidos al azar (ver apartado sobre calibracion del equipo). Los organismos de mayor tamafio
deberan ser contados en transectos, a menos aumentos. Si hay taxones de gran tamafio a veces es
necesario realizar un recuento de toda la camara, a bajos aumentos.
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A la hora de hacer los recuentos hay que tener en cuenta las siguientes normas:

= Las células vacias (ej.: diatomeas, Dinobryon) no se contaran.

= Los organismos que presenten la propiedad nutricion heterétrofos (consultar TAXAGUA), si
se contaran, aunque no se tienen en cuenta para el calculo de las métricas.

= Los taxones tipicos del bentos, muy abundantes en aguas someras, si se contaran.
= El picoplancton (< 2 um) que forma colonias (ej. Aphanothece) si se contara.

= El picoplancton unicelular (< 2 um) no se contara, en tanto no se desarrollen protocolos
especificos al efecto.

» Los heterocistes y acinetos de las cianobacterias nostocales deben contarse, y, si son muy
abundantes, es conveniente separarlos en grupos diferentes al del resto de células.

» Para estimar el nimero de células por colonia o cenobio, es necesario contar el nimero total
de células de la colonia, si se puede. Si la colonia es muy grande (ej. Microcystis), se estimara
el numero de células contando las células en un area restringida (subcolonia) a 400x o mas
aumentos. Luego se estimara el numero de subcolonias, de tamafio similar, que existen en el
campo de recuento. Finalmente se multiplicard el nimero de células de la subcolonia por el
namero de subcolonias del campo.

= Para estimar el numero de células por filamento, se contaran directamente, si es posible. Si
no es posible porque no se pueden diferenciar células o se estan contando transectos, medir
la longitud de los filamentos. Sélo se medira la parte de los filamentos que entra dentro del
campo de recuento o transecto. En el recuento por transectos, si hay muchos filamentos, se
pueden contar y estimar la longitud media de los filamentos midiendo la longitud de al menos
30. Si a muchos aumentos es posible diferenciar las células (ej. Aphanizomenon), se
calculara la media del numero de células por unidad de longitud (ej. 20 um) contado las
células que hay en al menos 20 filamentos. Posteriormente se calculara el nimero de células
contadas multiplicando el numero medio de células en la unidad de longitud por la longitud de
los filamentos contados. Si no es posible diferenciar células a muchos aumentos (ej.
Planktothrix) se dara el resultado en longitud de filamentos (en pm).

Recuento por campos

Los organismos pequefios (aproximadamente < de 20 um) se contaran a 400x 0 mas aumentos, en
campos de recuentos seleccionados al azar. El objetivo es contar de 50 a 100 campos de forma que,
asumiendo la concentracién de la muestra recomendada (ver en apartado 7.2, preparacioén de las
submuestras), tras el recuento total se consigan al menos 400 organismos. Al seleccionar los
campos a contar, no se mirara a través de los oculares, para asegurarse de que la seleccion se hace
al azar.

Se aplicaran criterios estandar sobre los organismos que cruzan los campos de recuento, de forma
gue por ejemplo, se cuenten los individuos que toquen arriba y a la derecha pero no abajoy a la
izquierda del campo o cuadricula. En cuanto a las colonias y filamentos, se tomara como criterio no
tener en cuenta las células que quedan fuera del campo de recuento.

Los resultados, para cada uno de los taxones, se expresaran en namero de células (0 en um de
filamento, en el caso de los filamentos en los que no se pueden diferenciar las células, como se
explica en el apartado Proceso de recuento), por unidad de volumen de muestra, segun la siguiente
formula:

N = X *[(A=d)/(a*V)]
Donde:

N = namero de células en la muestra (cel/mL)

X = ndmero medio de células contadas por campo

A = area de la camara

v = volumen de muestra sedimentado en la cAmara
a = area del campo éptico o de la cuadricula utilizada
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d = factor de dilucién o de concentracion de la muestra (en caso de que se haya diluido o concentrado
segun la densidad de algas)

Recuento por transectos

Los organismos que no se hayan contado en el recuento por campos, se contardn a 200x-250x
aumentos en 2 transectos que recorran el didmetro de la camara, independientemente del nimero de
individuos contados.

Si se ha usado el objetivo de 100x con aceite de inmersion en el recuento anterior, se limpiara bien la
base de la camara con etanol al 96 % para poder tener una correcta vision de los organismos a
aumentos inferiores.

Es conveniente utilizar la cuadricula del ocular (o la pantalla del ordenador). Hay que aplicar un
criterio para las algas que quedan cortadas por las lineas del transecto. Por ejemplo, contar las que
guedan arriba (0 a la derecha, si se trata de un transecto vertical) y no contar las que cortan la linea
de abajo (o de la izquierda).

Los resultados, para cada uno de los taxones, se calcularan aplicando la férmula del apartado
anterior, donde “a” es el area del transecto y X el nUmero medio de células contadas por transecto.

Recuento de la camara completa

Cuando no se haya llegado, en el recuento por transectos, a un recuento de 40 individuos en los
taxones de gran tamafio (como Ceratium, colonias grandes de cianobacterias, etc), se contara la
camara entera. Esto se hara a 40-100x siguiendo transectos horizontales o verticales que cubran
todo el area de la cdmara. Para calcular el nUmero de células por colonia se seguiran los pasos
explicados en el apartado “Proceso de recuento”. Se seguirdn los mismos criterios del apartado
anterior para los organismos que cortan las lineas de los transectos.

Los resultados, para cada uno de los taxones, se expresaran en namero de células por unidad de
volumen de muestra, segun la siguiente férmula:

N=X=*d/v
Donde:

N = nimero de células en la muestra (cel/mL)

X = numero de células contadas

v = volumen de muestra sedimentado en la cAmara

d = factor de dilucién o de concentracién de la muestra (en caso de que se haya diluido o concentrado
segun la densidad de algas)

7.5. CALCULO DEL BIOVOLUMEN

Para facilitar el calculo de biovolumenes y asegurar la calidad de la informacion generada se han
estandarizado biovolimenes medios para algunas especies de fitoplancton. Estos valores pueden
obtenerse en TAXAGUA.

Como norma general, para calcular el biovolumen se utilizara de forma preferente la informacion
asociada a TAXAGUA. En caso de que esta informacion no esté disponible se podra recurrir a las
siguientes alternativas:

= Utilizar biovolimenes de la bibliografia.
= Calcular los biovolimenes celulares de las especies en cada masa de agua.
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Para conocer el biovolumen por mL de cada especie en la muestra (expresado en mm?/l) se
multiplicara el biovolumen (estandar o calculado para cada especie) por el nimero de células/ml
obtenido en el recuento. En el caso de los filamentos en los que no se pueden diferenciar las células
(ver apartado Proceso de recuento) se multiplicara el area de la seccion del filamento por la longitud
de filamentos obtenida en el recuento.

Célculo del biovolumen celular

Cuando resulte necesario calcular el biovolumen celular (o el &rea de la seccion del filamento, en el
caso de los filamentos en los que no se pueden diferenciar las células, como se explica en el
apartado Proceso de recuento) se seguiran los siguientes criterios:

» Asignar a cada especie la figura geométrica indicada en TAXAGUA.
= Medir las dimensiones apropiadas.

= Aplicar la férmula correspondiente (indicada en TAXAGUA) para calcular el biovolumen y los
factores de correccion en caso de que procedan.

Las medidas de las dimensiones requeridas (longitud, anchura, didmetro) se realizaran a los
aumentos apropiados, utilizando un micrémetro ocular calibrado o un programa de analisis de
imagen. Se medira como minimo 20 individuos de cada especie. El volumen celular de cada especie
se calculara como la media de los biovolumenes individuales resultantes de aplicar las dimensiones
lineales en la férmula asociada a la figura geométrica correspondiente.

Normas a tener en cuenta:

= En las especies con esqueletos externos mucho mayores que el contenido celular (ejemplo
Dinobryon), Unicamente hay que medir el contenido organico (plasma) de la célula, no el
esqueleto externo.

» Para estimar el biovolumen de los filamentos, se seguird el método de recuento que se
describe en el apartado anterior y, si se ha calculado el nimero de células, se multiplicara
este namero por el biovolumen celular. Si no se ha podido calcular el numero de células, se
calculara el area de la seccion de los filamentos y se multiplicara por la longitud de filamentos
calculada en el recuento.

= Los heterocistes y acinetos de las cianobacterias nostocales, si son muy abundantes y se han
contado en grupos separados, han de ser medidos para estimar el biovolumen celular de
cada tipo de célula.

8. PROCESADO DE LOS DATOS
Los datos de los analisis correspondientes a la muestra se incluiran en la hoja de resultados facilitada
en el anexo |.

9. PROCEDIMIENTO DE CALCULO DE METRICAS

En los apartados siguientes se facilitan los procedimientos de calculo aplicables a cada una de las
métricas en lagos y embalses para la clasificacion del estado / potencial ecoldgico de las masas de
agua.

Las métricas aplicables a embalses son concentracion de clorofila a, biovolumen total de fitoplancton,
porcentaje de cianobacterias e indice de grupos algales (IGA).

Las métricas aplicables a lagos son concentracion de clorofila a y biovolumen total de fitoplancton.

Es necesario sefialar que los resultados obtenidos del andlisis en laboratorio del fitoplancton
consistirdn en dos analiticas correspondientes a los dos muestreos realizados en el periodo estival,
tal y como indica el protocolo de muestreo. Por tanto es necesario integrar los resultados de calculo
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de las métricas en cada muestra para dar un valor anual. Para ello se realizara la media de los
valores de las métricas obtenidas en cada uno de los andlisis.

9.1. CONCENTRACION DE CLOROFILA A

La concentracion anual de clorofila a expresada en mg/m®, sera la media de los valores de este
pardmetro obtenidos en los andlisis llevados a cabo segun el apartado 6 en las muestras recogidas
en los dos muestreos anuales realizados segun el protocolo de muestreo (M-LE-FP-2013).

9.2. BIOVOLUMEN TOTAL DE FITOPLANCTON

La estimacion del Biovolumen total, para cada una de las muestras, se realizard integrando todos los
taxones de fitoplancton identificados y analizados segun el apartado 7. Para ello se llevara a cabo el
sumatorio de los biovolimenes de los taxones (BIOVOLMUES’) de fitoplancton determinados en la
muestra y analizados de acuerdo al apartado 7. En este biovolumen no se incluiran los taxones que
presentan la propiedad nutricion heterotrofa en TAXAGUA.

El biovolumen total anual (expresado en mm?/l) sera la media de los valores de biovolumen total
obtenidos en los andlisis de los dos muestreos anuales.

9.3. PORCENTAJE DE CIANOBACTERIAS (SOLO PARA EMBALSES)

Los valores relativos al porcentaje de Cianobacterias se calcularan en funcién del biovolumen
correspondiente a los taxones del filo Cyanobacteria de la muestra (excluidos el orden
Chroococcales excepto los géneros Microcystis y Woronichinia) y el biovolumen total, segun la
siguiente férmula:

( BVOLcia— [BVO Lcrr — (BVO Lmc + BVO LWOR)] )

%CIANO = x100
BVOLror
Donde:
ABREVIATURA SIGNIFICADO CRUPO SISTCODSUP TAXAGUA
TAXONOMICO
BVOL¢ia Biovolumen de cianobacterias Cyanobacteria CYAOQOO1FILO
BVOLchr Biovolumen de Chroococcales Chroococcales CHROO30ORDE
BVOLyic Biovolumen de Microcystis Microcystis MICOO3GENE
BVOLwor Biovolumen de Woronichinia Woronichinia WORO001GENE
BVOL+or Biovolumen total de fitoplancton

El valor anual del porcentaje de cianobacterias serd la media de los valores obtenidos para este
paradmetro en las muestras correspondientes a los dos muestreos anuales.

9.4. /NDICE DE GRUPOS ALGALES (IGA) (SOLO PARA EMBALSES)
Datos de partida

El célculo del IGA (indice de Grupos Algales, Catalan® 2003) se basa en las proporciones de
biovolumenes de los distintos grupos del fitoplancton presentes en la muestra respecto al biovolumen
total, que se obtienen por el procedimiento descrito en el apartado 7. En este biovolumen no se
incluiran los taxones heteroétrofos (consultar TAXAGUA).

El calculo se realizard aplicando la siguiente formula:

” Cédigo empleado en la Base de datos de la Direccién General del Agua.

8 Catalan,J., M. Ventura, A. Munné & L.Godé. 2003. Desenvolupament d’un index integral de qualitat ecoldgica i regionalitzacié ambiental
dels sistemes lacustres de Catalunya. Agencia Catalana del Aigua. Generalitat de Catalunya.
http://mediambient.gencat.net/aca/ca//planificacio/directiva/treballs.jsp#D
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[1+ 0,1Cr + Cc + 2(Dc + Chc)+ 3Vvc + 4Cia]

1IGA =
[1+ 2(D + Cnc)+ Chnc + Dnc|
Donde:
ABREVIATURA GRUPO TAXONOMICO SISTCODSUP TAXAGUA

Cr Criptofitos CRYOO1FILO
Cc Crisoficeas coloniales* CHROO1CLAS

Dc Diatomeas coloniales* BACOO1FILO
Chc Clorococales coloniales* CHLOO20RDE
Ve Volvocales coloniales* VOLOO10ORDE

Cia Cianobacterias CYAOQO1FILO

D Dinoflagelados DINOO1FILO
Cnc Crisoficeas no coloniales* CHROO1CLAS
Chnc Clorococales no coloniales* CHLOO20RDE

Dnc Diatomeas no coloniales* BACOO1FILO

* La propiedad Colonial / no colonial se obtendrd de TAXAGUA

Cada grupo algal debe ir expresado como el porcentaje de biovolumen que representa sobre el
biovolumen total de fitoplancton®.

El valor del IGA sera la media de los valores obtenidos para este indice en las muestras recogidas en
los dos muestreos anuales realizados segun el protocolo de muestreo de fitoplancton (M-LE-FP-
2013).

10. PROCEDIMIENTO PARA LA COMBINACION DE METRICAS DE FITOPLANCTON EN LAGOS

10.1. CALcuLO DEL RATIO DE CALIDAD ECcOLOGICA (RCE)

Los valores del Ratio de Calidad Ecoldgica (RCE) de las métricas concentracion de clorofila a y
biovolumen total de fitoplancton se calcularan de forma inversa al procedimiento general, es decir,
como la relacién entre la condicién de referencia (CR) y el valor de la métrica obtenido.

= Calculo para concentracion de clorofila a (CONCLOa):

RCE — (1/ CONCLOa)
(1/CR_CONCLOa)

= Caélculo para biovolumen total (BVOLror) :

RCE — (1/BVOLror)
(1/CR_BVOLror)

Se utilizaran los valores de las Condiciones de Referencia (CR) de las métricas, para cada tipo de
masa de agua, recogidos en la legislacion.
10.2. TRANSFORMACION DEL RCE A ESCALAS NUMERICAS EQUIVALENTES

Los valores de RCE obtenidos se deben transformar a escalas numéricas equivalentes para
normalizarlos a una escala lineal comun.

Los RCE transformados se obtendran mediante la aplicacion de la siguiente formula, que no es mas
qgue una interpolacion lineal entre los limites de cambio de clase de estado de los Ratios de Calidad

® En caso de que la suma de biovolimenes de los grupos taxonémicos contemplados en el IGA no llegue a representar el 70% del
biovolumen total de fitoplancton de la muestra, se descarta el calculo de la métrica para la clasificacion del estado ecoldgico.
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Ecoldgica establecidos en condiciones de referencia para cada indicador, y los que se corresponden
con una escala lineal.

(Valtrans, —Val trans;)
Val, —Val,

RCE _trans =Val.trans; + (RCE —Val,) x

Donde:

- RCE_trans = Ratio de Calidad Ecolégica transformado

- RCE = Ratio de Calidad Ecolégica sin transformar

- Val.trans; = Valor de RCE de cambio de clase de estado ecoldgico inferior transformado

- Val; = Valor de RCE de cambio de clase de estado ecoldgico inferior sin transformar

- Val.transg = Valor de RCE de cambio de clase de estado ecoldgico superior transformado
- Vals = Valor de RCE de cambio de clase de estado ecoldgico superior sin transformar

Se utilizaran para cada tipo de masa de agua los valores del Ratio de Calidad Ecoldgica (RCE) de las
métricas recogidos en la legislacion, con los que se comparara el RCE sin transformar de la muestra.
Se considerara el RCE de cambio de clase de estado ecolégico sin transformar inferior al RCE de la
muestra, que se denomina en la férmula como (Val). Los valores de RCE de cambio de clase de
estado ecolégico superior sin transformar (Vals) —que constituyen el limite superior de una clase de
estado ecoldgico- se calcularan como el valor inmediatamente inferior con 2 decimales de los valores
del RCE de cambio de clase de estado ecoldgico inferior sin transformar, recogidos en la legislacion.

Para el célculo, se utilizaran los valores de RCE de cambio de clase de estado ecol6gico superior
transformado (Val.transs) y de RCE de cambio de clase de estado ecoldgico inferior transformado
(Val.trans;)) que figuran en la tabla siguiente.

CLASE DE VALORES DE RCE DE CAMBIO DE VALORES DE RCE DE CAMBIO DE
ESTADO CLASE DE ESTADO ECOLOGICO CLASE DE ESTADO ECOLOGICO
SUPERIOR TRANSFORMADO INFERIOR TRANSFORMADO

MUY BUENO 1,00 0,80

BUENO 0,79 0,60
MODERADO 0,59 0,40
DEFICIENTE 0,39 0,20

MALO 0,19 0,00

10.3. COMBINACION DE RCE TRANSFORMADOS PARA LA CLASIFICACION DEL ESTADO ECOLOGICO

La combinacién de los RCE transformados de los indicadores para la clasificacion del estado
ecoldgico del elemento de calidad composicién, abundancia y biomasa de fitoplancton se realizara
utilizando la siguiente formula:

RCE trans final = 0,75 RCE_trans (CONCLOa) + 0,25 RCE_trans (BVOLor)

El valor final de la combinacion de los RCE transformados (RCE trans final) se utilizara para la
clasificacién del estado ecolégico, de acuerdo a la escala de clases de estado ecoldgico indicada en
la tabla del apartado anterior.

11. PROCEDIMIENTO PARA LA COMBINACION DE METRICAS DE FITOPLANCTON EN EMBALSES (MARSP)

11.1. CALcuULO DEL RATIO DE CALIDAD ECcOLOGICA (RCE)

Los valores del Ratio de Calidad Ecoldgica (RCE) de las métricas concentracion de clorofila a,
biovolumen total de fitoplancton, Indice de Grupos Algales y porcentaje de cianobacterias se
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calcularan de forma inversa al procedimiento general, es decir, como la relaciéon entre los valores de
maximo potencial ecolégico (MPE) y el valor de la métrica obtenido.

Calculo para concentracion de clorofila a (CONCLOa):

(1/CONCLOa)

RCE =
(1/ MPE _CONCLOa)

= Célculo para biovolumen total (BVOLror):

_ (/BVOLwor)
1/ MPE _BVOLror)

Calculo para el indice de Grupos Algales (IGA):

RCE - (400-IGA)
(400 — MPE _ IGA)

= Célculo para el porcentaje de cianobacterias (%CIANO):

RCE - (100 — %CIANO)
(100 — MPE _%CIANO)

Si en alguna de estas transformaciones el RCE obtenido es mayor de 1, el valor de RCE que se
considera es 1.

Se utilizaran, para cada tipo de masa de agua y cada métrica, los valores de Maximo Potencial
Ecolégico (MPE) recogidos en la legislacion.

11.2. TRANSFORMACION DEL RCE A ESCALAS NUMERICAS EQUIVALENTES

Es necesario llevar a cabo la transformacién de los valores de RCE obtenidos mediante el
procedimiento descrito en el apartado anterior a una escala numérica equivalente para los cuatro
indicadores, de acuerdo con el siguiente procedimiento.

Las ecuaciones para llevar a cabo esta transformacion varian en funcion del tipo de embalse y los
valores de Ratio de Calidad Ecolégica (RCE) de las métricas recogidos en la legislacion. Son las que
se indican a continuacion:

Tipos 1,2y 3

Clorofila a
RCE>0,21 RCE; s = 0,5063 x RCE + 0,4937
RCE <0,21 RCEans = 2,8571 X RCE

Biovolumen
RCE >0,19 RCE s = 0,4938 x RCE + 0,5062
RCE =<0,19 RCE;ans = 3,1579 X RCE

% Cianobacterias

RCE >0,91 RCEans = 4,4444 x RCE - 3,4444
RCE <0,91 RCEans = 0,6593 x RCE
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indice de Grupos Algales (IGA)

RCE >0,9737 RCE; s = 15,234 x RCE - 14,233
RCE =0,9737 RCEans = 0,6162 x RCE
Tipos 4y 5
Clorofila a
RCE >0,25 RCE; s =0,5333 x RCE + 0,4667

RCE S 0,25 RCEtranS = 2,4 X RCE

Biovolumen
RCE >0,248 RCE; s = 0,5316 x RCE + 0,4684
RCE S 0,248 RCEtranS = 2,4234 X RCE

% Cianobacterias
RCE >0,647 RCEans = 1,1318 x RCE - 0,1318
RCE < 0,647 RCEans = 0,928 x RCE
indice de Grupos Algales (IGA)
RCE >0,897 RCE; s = 3,8929 x RCE - 2,8929
RCE =< 0,897 RCE; s = 0,6687 x RCE
Tipos 6y 12

Clorofila a
RCE >0,195 RCE;ans =0,497x RCE + 0,503
RCE 0,195 RCEans = 3,075 x RCE

Biovolumen
RCE > 0,175 RCEans = 0,4851 x RCE + 0,5149
RCE 0,175 RCEans = 3,419 x RCE

% Cianobacterias
RCE > 0,686 RCEans = 1,2726x - 0,2726
RCE < 0,686 RCE;as = 0,875 x RCE
indice de Grupos Algales (IGA)

RCE > 0,929 RCEans = 5,6325x — 4,6325
RCE < 0,929 RCE; s = 0,6459 x RCE

Tipos 7,8,9,10y 11

Clorofila a
RCE>0,43 RCEans = 0,7018 x RCE + 0,2982
RCE <0,43 RCEyans = 1,3953 x RCE
Biovolumen
RCE >0,36 RCEas = 0,625 x RCE + 0,375
RCE <0,36 RCEans = 1,6667 x RCE
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% Cianobacterias

RCE >0,72 RCEans = 1,4286 x RCE - 0,4286
RCE <0,72 RCEans = 0,8333 x RCE
indice de Grupos Algales (IGA)
RCE >0,9822 RCEans = 22,533 x RCE - 21,533
RCE S0,9822 RCEtranS = 0,6108 X RCE
Tipo 13
Clorofila a
RCE > 0,304 RCEans = 0,575 x RCE + 0,425
RCE < 0,304 RCEqans = 1,9714 x RCE
Biovolumen
RCE > 0,261 RCEans = 0,541x RCE + 0,459
RCE < 0,261 RCEans = 2,3023 x RCE
% Cianobacterias
RCE > 0,931 RCEans = 5,7971 X RCE - 4,7971
RCE < 0,931 RCEans = 0,6445 x RCE
indice de Grupos Algales (IGA)
RCE > 0,979 RCEans = 18,995 x RCE - 17,995
RCE < 0,979 RCEans = 0,6129 x RCE

RCE = Ratio de Calidad Ecolégico
RCEans = Ratio de Calidad Ecolégica transformado

Los valores de los RCE transformados se clasificaran de acuerdo a la siguiente tabla:

CLASE DE ESTADO LIMITES DE CAMBIO DE CLASE DE ESTADO RCE TRANSFORMADO
MUY BUENO / BUENO 0,80
BUENO / MODERADO 0,60
MODERADO / DEFICIENTE 0,40
DEFICIENTE / MALO 0,20

11.3. COMBINACION DE RCE TRANSFORMADOS PARA LA CLASIFICACION DEL POTENCIAL ECOLOGICO

La combinacion de los valores de las métricas transformados se realizara utilizando la siguiente
formula:

RCEN(Clo) + RCEN(BV) _ RCEN(IGA)+ RCEn (Cia%)}
2 2

2
Dicha ecuacion serd aplicable siempre y cuando se disponga de datos de al menos una de las
métricas relativa a la biomasa y al menos una de las métricas relativa a la composicion.
El valor final de la combinacion de los valores de las métricas transformados (MARSP) se utilizara
para la clasificacion del estado ecolégico de acuerdo a la escala de clases de estado ecoldgico
indicada en la tabla del apartado anterior.

MASRP = (
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ANEXO |: HOJA DE RESULTADOS
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HOJA DE RESULTADOS: FITOPLANCTON EN LAGOS Y EMBALSES

NOMBRE DEL LABORATORIO:

CODIGO ENTIDAD COLABORADORA: EC - /

ANALISTA:

FECHA DE ANALISIS: I/

REFERENCIAS IDENTIFICACION TAXONOMICA

CLAVE:

BIBLIOGRAFIA:

CODIGO MASA DE AGUA

NOMBRE DE LA MASA DE AGUA:

CODIGO MUESTRA

FECHA DE MUESTREO: I/

OBSERVACIONES:

CLOROFILA

RESULTADOS MUESTRA

Organismo / empresa

Analista

Fecha andlisis

Volumen agua filtrado (1)

Volumen extracto (ml)

Paso éptico de cubeta (cm)

Absorbancia a 630 nm

Absorbancia a 647 nm

Absorbancia a 664 nm

Absorbancia a 750 nm

Concentracion clorofila

FITOPLANCTON

RESULTADOS MUESTRA

Organismo / empresa

Analista

Fecha andlisis

Volumen de muestra sedimentado (ml)

Factor de dilucion

Factor de concentracion
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* O area media de la seccion de los filamentos
** |ndicar si se ha tomado de TAXAGUA, de otra bibliografia (indicar) o es un volumen calculado por el analista
*** O longitud de filamentos (um)
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BIOVOLUMEN (mm?*/l)

GRUPOS IGA CODIGO TAXAGUA RESULTADOS MUESTRA
Cianobacterias* CYAOO1FILO
Diatomeas coloniales BACOO01FILO
Criptofitos CRYOO01FILO
Crisoficeas coloniales CHROO1CLAS
Clorococales coloniales CHLO020ORDE
Volvocales coloniales VOLOO1ORDE
Dinoflagelados DINOO1FILO
Crisoficeas no coloniales CHROO1CLAS
Clorococales no coloniales CHLO020ORDE
Diatomeas no coloniales BACOO1FILO

Biovolumen total

* Excluir el orden Chroococcales excepto los géneros Microcystis y Woronichinia.
La propiedad colonial / no colonial se obtiene de TAXAGUA

RESULTADOS DE LAS VARIABLES FISICOQUIMICAS DETERMINADAS EN LABORATORIO

RESULTADOS MUESTRA

Fosforo total (mg P/L)

Nitrogeno total (mg N/L)

Fosfatos (mg PO4/L)

Amonio total (mg NH4 /L)

Nitratos (mg NO3/L)

Alcalinidad (mg CaCO3 /L)

RESULTADOS DE LAS METRICAS EN EL ANO

RESULTADOS METRICAS

RESULTADOS MUESTRA 1

RESULTADOS MUESTRA 2

RESULTADO FINAL

CONCENTRACION CLOROFILA

BIOVOLUMNEN TOTAL FITOPLANCTON

INDICE DE GRUPOS ALGALES (IGA)

PORCENTAJE DE CIANOBACTERIAS
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