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Método de muestreo de diatomeas
epífitas en lagunas para
la aplicación de la Directiva Marco
del Agua
Por:Saú l Blanco Lanza; Eloy Bécares Mantecón

Resumen
Se propone un método para la toma de
muestras de diatomeas epífitas en lagos
y lagunas con el fin de aplicar dichas
comunidades algalcs en la determina¬

ción del estado ecológico de estos sis¬

temas acuáticos de acuerdo con los re¬

quisitos de la Directiva Marco del
Agua.La metodología se basaenel em ¬

pleode muestradores tipo Komijów pa¬

ra la recolección del epifiton desarro¬

llado sobre helófitos. Los resultados
preliminares muestran laeficaciadees¬

te métodoen la evaluación de la calidad
del agua. La aplicación de esta sencilla
metodología permite el empleo de las
diatomeas epífitas como indicadores
biológicos de los medios lacustres, ge¬

nerando resultados reproducibles en el
tiempo y basados en un protocolo co¬

mún fácilmente aplicable.
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Abstract
Method for the use of epiphytic
diatoms in lakes following the
requirements of the Water Frame¬
work Directive
We propose a sampling method for the
use of epiphytic diatoms as water qua¬

lity indicators in lakes.This methodo¬

logy will help in the assessment of eco¬

logical status in these aquatic systems
following the requirements of the Wa¬

ter Framework Directive.The method
is based on the use of Komijów’s sam¬

plers for the collection of epiphyton
growing on helophytes. Preliminary re¬

sults show the efficacy of this method
for the evaluation of water quality.The
application of this simple methodology
will allow the use of epiphytic diatoms
as biological indicators in a wide range
of lacustrine environments, creating re¬

producible results in the long time and
based on a common protocol easily ap¬

plicable.

Keywords:
Water Framework Directive, phyto¬

benthos, diatoms, epiphyton, lakes,
helophytes,bioindicators.
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1. Introducción
T a Directiva Marco del Agua

de la Unión Europea (Directi-_l_y va 2000/60/EC, Parlamento
Europeo y Consejo de la Unión Eu¬

ropea 2000) es un marco legislativo
destinado a proteger y mejorar los
sistemas acuáticos (ríos, lagos,
aguas subterráneas, aguas costeras y
de transición) dentro de la Unión Eu¬

ropea, estableciendo la necesidad de
determinarel estadoecológicode to¬

das las masas de agua siguiendo cri¬

terios científicos comunes. La Direc¬

tivacontempla el análisisde diferen¬

tes comunidades de organismos co¬

mo indicadores del estado ecológico
de los ecosistemas acuáticos. Entre
ios bioindicadores propuestos las al¬

gas bentónicas ocupan un lugar des¬

tacado, y dentro de este grupo las
diatomeas (Bacilariófitos) reúnen
una serie de características fisiológi¬

cas y ecológicas que las convierten
en los organismos idóneos para su
empleocomo indicadores biológicos
entre las que cabe citar:

Constituir un grupo muy diversi¬

ficado, distribuyéndose sobre

una gran variedad de ambientes
acuáticos por todoel mundo.

• Presentar gran sensibilidad frente
a la alteración de los parámetros
fisicoquímicos del agua, por lo
que reflejan con gran precisión
las condiciones ambientales del
medioen quesehandesarrollado.

• Su muestreo. preparación y pre¬

servación son relativamente sim¬

ples, permitiendo la obtención de
resultados reproducibles y com¬

parables a largo plazo.
En la actualidad decenas de estu¬

dios en Europa avalan laeficacia de
los índices biológicos basados en
diatomeas y en otras algas para el
control del estado ecológico del
agua, fundamentalmente en medios
lóticos (Whittonet al. 1991, Whit-
ton y Rott 1996, Prygiel et al. 1999).
En España existen numerosos estu¬

dios de calidad del agua usando ín¬

dices diatomológicos para la aplica¬

ción de la Directiva (Leira y Sabater
2002, Cambra et al. 2003, Gomà et
al. 2004, 2005, Blanco et al. 2005b,

Ortízet al. 2005) y se han publicado
los primeros métodos normalizados
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para ríos (AENOR 2004, 2005). Pa¬
ra sistemas leníticos, sin embargo,
no existe aún una metodología co¬
mún de evaluación mediante bioin¬
dicadores a nivel europeo. Especial
mención merecen las lagunassome¬
ras, las más abundantes en todo el
mundo (Wetzel 2001). Estas lagu¬
nas se caracterizan por un elevado
cocienteentreel componente litoral
y el pelágico, de forma que la zona
dedesarrollo de las plantas acuáti¬
cas es proporcionalmente mayor,
ocupando potencialmente toda su
extensión. Adicionalmente, los la¬
gos someros y humedales de tipo
mediterráneo presentan una serie de
singularidades estructurales y fun¬
cionales (Bécares et al. 2004,Romo
et al. 2005) que han de tenerse en
cuenta para la determinación de su
calidad ecológica. En estos siste¬
mas, cuando la vegetación está pre¬
sente la productividad primaria del
epifiton excede a la del fitoplancton
(Moss et al. 1996, Scheffer 1998),
por lo que esta comunidad constitu¬
ye un componente biótico especial¬
mente significativo (Ten Cate et al.
1991, McCormick y O'Dell 1996).

El estudio de las diatomeas en
sistemas leníticos se ha centrado
usualmente en su uso como marca¬
dores paleoambientales (véase una
revisión extensa en Stoermer y
Smol 1999). Algunos trabajos
muestran la aplicabilidad de los ín¬
dices biológicos basados en diato¬
meas en el establecimiento del esta¬
do ecológico de estos sistemas
(Hoffman 1994, Mayer y Galato-
witsch 1999, Kitner y Poulícková
2003, Trobajo 2003). Estudios pre¬

vios en lagos someros y humedales
de la Cuenca del Duero demuestran
que las diatomeas epífitas parecenser mejores indicadores de la cali¬

dad del agua (Blanco et al. 2004)
que los macroinvertebrados bénti-cos (García-Criado et al. 2005). En«te sentido, Blanco et al. (2004,
2005a) han establecido las ventajas
del muestreo de diatomeas epífitas
sobre vegetación helofítica en me¬dios lacustres para la biomonitori-
zación de estos ecosistemas.Sobre

Se propone
una metodología
de recolección y

procesado de muestras
de diatomeas

del epifiton para la
evaluación de la calidad

del agua en lagos y
lagunas con vegetación

emergente

esta base proponemosen el presente
trabajo una metodología de recolec¬
ción y procesado de muestras de
diatomeas del epifiton para la eva¬
luación de la calidad del agua en la¬

gos y lagunas con vegetación emer¬
gente.

2.Metodología
Tomando como base el método

descrito por Komijów y Kairesalo
(1994) para el muestreo de inverte¬

brados, se ha diseñado una metodo¬
logía para la obtención y tratamien¬
to de muestras de diatomeas epífitas
sobre tallos de helófitos en ambien¬
tes leníticos, que consta de los si¬
guientes pasos:
1. Realización de un reconocimien¬

to visual del lago o laguna esti¬
mando las coberturas y distribu¬

ción espacial de las especies de
helófitos presentes. Conviene
además tomar otros datos, como
profundidad, presencia y abun¬

dancia de hidrófitos y algas fila¬

mentosas, vegetación de la orilla,
grado de sombra, etc. La toma de
fotograf ías digitales es de gran
utilidad para la interpretación de
los resultados, facilitando el tra¬
bajo de los siguientes muéstreos
(localización del punto de mues-
treo, reconocimiento de posibles
cambios, reproducibilidad del
protocolo de muestreo, etc.). Es
necesario identificar visualmente
la especie de helófito más am¬

pliamente distribuida dentro del
sistema. La especie con mayor
cobertura no tiene porqué coinci¬
dir con la de mayor distribución
espacial, y aunque la situación
ideal es aquella en la que la espe¬
cie dominante está uniforme¬
mente distribuida en el lago, de¬
berá priorizarse, en su caso, la de
mayor amplitud de distribución.

2. Debe seleccionarse un mínimo
de tres puntos de muestreo sufi¬
cientemente separados entre sí y
repartidos por toda la laguna. En
general, se recogerán muestras
en aquellos puntos que cumplan
en loposible lossiguientes requi¬

sitos:
a. Que el helófito esté formando

una mata monoespecífica con
el fin de no incluir otras espe¬

cies no deseadas en el mues¬

treo.
b. Que se pueda realizar el mues¬

treo en zonas iluminadas, pre¬

ferentemente lejos de la orilla.
c. Evitar matas demasiado den¬

sas (efecto sombra).
d. Evitar zonas puntuales no re¬

presentativas, por ejemplo:
entrada de canales, matas con
nidos,etc.

e. Si es posible, evitar las zonas
muy someras (< 50 cm).

f. Considerar la fenología de ca¬

da planta evitando plantas
muertas, arrancadas, deterio¬

radas, ramoneadas,etc.
g. No muestrear en zonas con se¬

dimento resuspendido, evitan¬

do remover el sedimento du¬

rante el propio muestreo.
3. Para la recolección de muestras

de tallos se usarán muestreadores
Komijów para helófitos (Komi¬

jów y Kairesalo 1994). Estos
muestreadores, diseñados ini¬

cialmente para la recolección de
fauna asociada a la vegetación
emergente, son igualmente útiles
para el muestreo de epifiton al¬

gal, permitiendo recoger mues- ^tras relativamente inalteradas £(sin agitación) y con un conteni¬

do mínimo en fitoplancton. El
muestreador es un tubo de metra-
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enlato de 4cm dediámetro inter¬

no y unos 50 cm de longitud. Di¬

cho cilindro se acompaña de un
bote de diámetro algo mayor,
abierto por el fondo y con una
malla de luz variable en su extre¬

mo anterior (para la recogida de
algas no será superior a 25 pm)
(Figura 1). Su diseño posibilita
además la recolección en cada
muestra de diatomeas débilmen¬

te adheridas al sustrato (pseudo-
perifíticas y metafíticas).
En cada unade las matas,se reco¬

gerán muestras sobre plantas
orientadas en exposición Sur,
evitando los individuos de zonas
en sombra. A fin de muestrear
siempre en la zona eufótica, la
parte aérea se eliminará cortando
cada tallo 5-10cm por debajo del
nivel del agua para evitar la posi¬

ble influencia del oleaje o cam¬

bios recientes de nivel. En cual¬

quier caso no se tomarán mues¬

tras sobre partes emergidas de la
planta oque presumiblemente lo
hubieran estado en algún mo¬

mento reciente (4-6 semanas).
También se evitará tomar mues¬

tras tras crecidas, inundaciones.

s
g 2

г
Figura 1. Muestreador de epifiton para helófitos.
1: tubo de metacrilato. 2: filtro. 3: malla del filtro.
Modificado de Kornijów y Kaire&aio (1994].

tormentas, etc. El muestreador se
utiliza introduciendo el cilindro
de metacrilato en el tallo corta¬

do, procurando no introducir en
la muestra algas filamentosas,

lemnófitos. cortezas flotantes,
etc. Se debe evitar también la
presencia de fragmentos conta¬

minados por sedimentos del fon¬

do. Una vez introducido el tubo
unos 10-15 cm de profundidad
en el tallo sumergido, éste se
corta con unas tijeras, bien su¬

mergiendo la mano o bien me¬

diante mecanismos de corte co¬

molos indicados por Kornijów y
Kairesalo (1994). El aerénquima
hace flotarel fragmentocortado.
Posteriormente se introduce el
bote con el filtro en el agua a mo¬

do de tapón, de forma que al sa¬

car el tubo con el resto de planta
cortado, toda el agua que escurTa

atraviese el filtro. El epifiton que
queda en el filtro se recupera e
integra en la muestra de planta
haciendo pasar agua a través de
él (Figura 2). La muestra de
planta se recoge y deposita en un
recipiente opaco hasta su proce¬

sadoen laboratorio. Para detener
la actividad biológica dentro del
epifiton, la muestra debe fijarse
inmediatamentecon formaldehí-
do tamponado hasta una concen¬

tración final del 4% v/v, excepto
en el caso de que se requiera rea¬

lizar análisis de clorofila del epi ¬

fiton.Todo el muestreador se ha
de limpiar adecuadamente entre
muestras para evitar contamina¬

ción cruzada. La cantidad de
muestra recogida en cada punto
dependerá del diámetro de la
sección de tallo característica de
cada especie. Así, en plantas co¬

mo Eleocharis o Juncus se reco¬

gerán unos 10 tallos por punto;

en Scirpus y Phragmiles,3 por
punto, y en Typha, 1 tallo en cada
punto será suficiente.

4. La remoción del epifiton de los
tallos se realiza llenando parcial¬

mente con agua cada recipiente
con muestra y agitandoenérgica¬

mente durante 2 minutos. Los re-
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Para la toma de
muestras y posterior

estudio se debe
evitar la presencia

de fragmentos
contaminados por

sedimentos del fondo

sultados obtenidos por Zimba y
Hopson (1997) muestran que es¬

te procedimiento es suficiente
para remover prácticamente el
100% de lasdiatomeasadheridas
a macrófitos. La presencia de
formaldehído en la muestra au¬

menta el rendimiento de este
proceso (Moss 1976).El mismo
efecto puede obtenerse añadien¬

do unas gotas de peróxido de hi¬

drógeno (100 vol.) antes de la
agitación (1. Bertrand, com.
pers.). Una vez agitado el reci¬

piente, éste se enrasa hasta un
volumen determinado, por ejem¬

plo 1 L. El llenado de todos los
recipientes con un volumen fijo
permite el mantenimiento de la
misma dilución y la compara¬

ción de resultados en casodeque
deseen hacerse estudios cuanti¬

tativos de otros gruposdel perifi-
ton, o bien determinar laconcen¬

tración de sólidos suspendidos o
clorofilas. En este caso se toma¬

rían submuestras (por ejemplo
de 125 mL) de la muestra origi¬

nal y se fijarán y tratarán según
las necesidades. Será necesario
entonces calcular tanto la super¬

ficie del tallo como el volumen
final de llenado (deduciendo el
volumen ocupado por la planta).

5. Para la obtención de una suspen¬

sión de frústulos de diatomeas
sin materia orgánica será necesa¬

rio someter una alícuota de la

muestra (5-10 mL, en función de
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figura 2. Recogida de epifilon utilizando un
muestreador Kornijów en una laguna somero.

la concentraciónde la muestra) a
un proceso de oxidación aña ¬
diendo 20 mL peróxidode hidró¬

geno (100 vol.) caliente (AE-
NOR 2004). Para muestras pro¬

cedentes de zonas calcáreas es
recomendable añadir unas gotas
de ácido clorhídrico diluido al fi¬
nal del proceso. El montaje de
las preparaciones microscópicas
definitivas, así como la identifi ¬

cación y recuento de las diato¬

meas presentes en la muestra, se
realizaráconforme a los protoco¬

los existentes para diatomeas
epilíticas fluviales (AFNOR
2003, European Comitee for

i Standarization 2003. 2004, AE-
NOR 2004, 2005, Confedera¬

ción Hidrográfica del EbroI 20051.L

3. Discusión
En ausencia de un epiliton sufi¬

cientemente representativo o de
superficies artificiales, la vegeta¬

ción macrofítica ha sido estableci¬
da como sustrato prioritario para
el muestreo de diatomeas en siste¬

mas lacustres y embalses, así co¬
mo en tramos leníticos de cursos
fluviales (Kelly et al. 1998, 2005,
Andreu y Camacho 2002, Agencia
Catalana de l’Aigua 2003, Confe¬
deración Hidrográfica del Ebro
2005). En concreto, la vegetación
emergente ha demostrado ser el
sustrato idóneo para la biomonito-
rización de lagos basada en diato¬

meas epífitas (Kitner y Poulícko-
vá, 2003; Poulícková et al. 2004).
En cuanto al posible efecto debido
a la heterogeneidad de los sustra¬
tos muestreados (diferencias mor¬
fológicas y taxonómicas), diver¬

sos autores (Hutchison 1975,
Eminson y Moss 1980, Rott et al.
1998, Kitner y Poulícková, 2003)
muestran que los factores ambien¬

tales externos son notablemente
más importantes que la naturaleza
del sustrato en la determinación de
la comunidad de algas epífitas.
Potapova y Charles (2005) con¬

cluyen que la aplicación de índi¬

ces basados en la autoecología de
las especies de algas fitobénticas
presentes en un determinado am¬

biente no precisa restringir el
muestreo a un único tipo de sustra¬

to. Adicionalmente, la estructura
de la comunidad de algas epífitas
no se ve significativamente altera¬

da por el estado fenológico del he-
lófito (Caput y Plenkovic-Moraj
2000).

La práctica totalidad de los índi¬

ces diatomológicos existentes se
basan en cálculos sobre las propor¬

ciones relativas de los diferentes
taxones presentes en la comunidad,
sin atender a la cantidad total de
muestra recogida, siempre que ésta
exceda de un mínimo representati¬

vo del medio analizado, lo cual
simplifica notablemente el proce¬

dimiento. La superficie de sustrato
que se muestrea siguiendo el proto-

Casi todos
los índices

diatomológicos
se calculan

en proporción
de los diferentes

taxones presentes
en una comunidad

colo descrito en este trabajo supera
en cualquier caso el área estándar
establecida en las metodologías di¬

señadas para medios lóticos (100
cm2).

El protocolo propuesto ha sido
aplicado para la evaluación de la
calidad del agua en lagunas de la
provincia de León (Blanco et al.
2004) asícomoen otros humedales
y lagos someros de la cuenca delrío Duero (Blanco et al, en prep.).
Los resultados preliminares mues¬

tran correlacionesestadísticamente
significativas entre los índices dia¬
tomológicos empleados (índice
Biológico de Diatomeas, Lenoir y
Coste 1996, e índice de Poluosen-
sibilidad Específica, Coste en CE-
MAGREF 1982) y los parámetros
fisicoquímicos indicativos del es¬

tado trófico de los sistemas estu¬
diados.

En conclusión, el protocolo me¬
todológico propuesto es sencillo y
efectivo, aplicable para la determi¬
nación del estado ecológico en una §
gran variedad de sistemas lacustres ^y posibilita en ellos la realización
de muéstreos sistemáticos y perió- a¿
dicos siguiendo un método fácil- §§
mente reproducible. El empleo de и
diatomeas epífitas sobre helófitos O
podrá permitir así la implantación ^en estos ecosistemas de redes de rv
biomonitorización conformes a los
requisitos exigidos por la Directiva
Marco del Agua. KK
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