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INTRODUCCION

La aplicacion de la Directiva 2000/60/CE de la Unién Europea (Directiva Marco del Agua,
DMA) y especialmente el desarrollo del AnexoV requiere la identificacion de los elementos
de calidad biolégica, parametros y métricas que permitan establecer el estado ecolégico de
las masas de agua epicontinentales.

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

* Seleccién de los elementos de calidad bioldgica, parametros y métricas

dos para establecer el estado ecoldgico en rios y lagos.

¢ |dentificacion de directrices relativas a los elementos de calidad bioldgica y parame-

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

operativoz.

* Elaboracién de los protocolos de muestreo, identificacion y calculo de métricas.

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

ELEMENTOS DE CALIDAD BIOLOGICA (AP.1.I.LANEXoV) | Rios | Lacos |

Composicién, abundancia y biomasa del fitoplancton = |

! més adecua-

Composicién y abundancia de la flora acudtica

Composicién y abundancia de la fauna benténica de invertebrados

|
|
Composicién, abundancia y estructura de edades de la fauna ictica |

Se considera prioritario que la eleccién de los pardmetros y métricas de los elementos
de calidad bioldgica y los procedimientos metodologicos para su aplicacion surjan de los
estudios que la comunidad cientifica ha realizado o estd desarrollando en las cuencas ibé-
ricas y del resto de Europa, y reflejen las directrices de los estandares europeos existentes
(normas y pre-normas elaboradas por la Comisién Europea de Normalizacién). Con esto
se persigue que los trabajos que se presentan sean reflejo de las tendencias metodoldgicas
mas recientes y de mayor seguimiento, y que su futura aplicacion facilite la comparacién de
los resultados y el aprovechamiento (siempre que sea posible) de los datos histéricos.

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

Este documento esta dedicado al fitobentos constituido por macrofitos, especialmente
hidrdfitos. Los contenidos incluyen las opiniones y datos recogidos durante la reunién de
trabajo mantenida el 10 de diciembre de 2004, entre los expertos Santos Cirujano (Real
Jardin Botanico. CSIC. Madrid), Jaume Cambra (Dep. Biologia Vegetal. Univ. de Barcelona), y
César Gutiérrez (Consultor. Sant Celoni. Barcelona), y técnicos de la CHE (V. Sancho Tello,
C. Duran y M. Pardos), del Ministerio de Medio Ambiente (A. Corrochano), del CEDEX (M.
Toro) y de URS (M. Alonso, G. Gonzilez e |. Moral).

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

* Elementos de calidad bioldgica: incluye fitobentos, macrofitos, fitoplancton, fauna de invertebrados y peces.
* Pardmetros: descriptores de los elementos de calidad biologica (composicién, abundancia, presencia de taxones sensibles, etc...).

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

clorofila, indice de pigmentos, etc.)

2 Los controles de vigilancia y operativos son requeridos por la DMA (art. 1.3.1 y 1.3.2) para conocer el estado inicial de las masas de agua y completar la evaluacién de
impacto, y como medidas de seguimiento temporal que permitan establecer los cambios a largo plazo debidos a condiciones naturales o por actividades antropogénicas
(control de vigilancia), asi como para determinar el estado de las masas de agua que se considere que no pueden cumplir sus objetivos medioambientales y para evaluar

los cambios en el estado de dichas masas como resultado de los programas de medidas (control operativo).
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La informacion obtenida en el Seminario se ha completado con datos obtenidos de
fuentes bibliograficas cuyas referencias se indican en la memoria. La informacién se presenta
segln lo siguiente:

GENERALIDADES

¢ Definiciones.

—Valor indicador de los macrofitos ante las presiones fisicoquimicas e hidromorfoldgicas.
— Métricas existentes.

* Propuesta de métricas para la cuenca del Ebro.

* Directrices para el control de vigilancia y control operativo relativos a los macrofitos.
— Seleccién de los puntos de control.

— Frecuencia de muestreo.

PROTOCOLOS

* Equipos y reactivos.

* Muestreo en lagos.

* Muestreo en rios.

* Periodos de muestreo y frecuencia.

* Directrices para la cuantificacion.

* Conservacién y etiquetado de muestras.
¢ |dentificacién-Tratamiento de resultados.
¢ Control de calidad.










|. DEFINICIONES

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

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

Este documento estd dedicado a los macrofitos
de aguas corrientes y de lagos, especialmente a los hi-
drofitos, y tiene como objetivo identificar y proponer
métricas para el establecimiento del estado ecologico de
las aguas fluyentes y estancadas de la cuenca del Ebro,
en aplicacion de la Directiva 2000/60, y especificar las
directrices metodolégicas para el muestreo y andlisis de
las muestras de los indicadores.

2.VALOR INDICADOR DE LOS
MACROFITOS

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

En Espafa, las experiencias con indicadores basados
en macrofitos (especialmente en hidrofitos) se limitan en
muchos casos al dmbito de la investigacion, y éstos toda-
via no se han incluido en las redes de control de calidad
gestionadas por la Administracion.

En el marco de la aplicacion de la DMA, los macrofi-
tos se consideran Uutiles para la deteccion y seguimiento
de las presiones fisicoquimicas que produzcan:

* Reduccién de la transparencia del agua.

*Variacion de la mineralizacion (conductividad y sa-

linidad).

¢ Eutrofia.

Los macrofitos también son sensibles a las presiones
hidromorfolégicas que produzcan:

* Variaciones del régimen de caudal, continuidad del

rio y caracteristicas morfoldgicas del lecho en rios.

* Variacion del nivel del agua en lagos o cambios en la

duracién del periodo de inundacién en humedales.

*Variacion de las caracteristicas morfolégicas del

vaso en lagos.

Lemma sobre pies de Myriophyllum y Ceratophyllum.

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

Hidréfitos (macroalgas, briofitos y cormofitos)
* Son sensibles a los cambios de calidad fisicoquimica
(nutrientes, mineralizacién, temperatura, transparencia),
al igual que las microalgas; no obstante a diferencia de
éstas tienen un tiempo de respuesta mayor, o sea que
son indicadores de cambios a medio y largo plazo (las
microalgas son indicadoras a corto plazo). La comuni-
dad de hidroéfitos presente en una estacion refleja las
condiciones de calidad existentes durante los Ultimos
meses o incluso afos. La desaparicion de una especie
de un sistema acuatico (especialmente las de pequefio
tamafio) puede ser altamente significativo.
* Reflejan las alteraciones hidromorfolégicas relacio-
nadas con la estabilizacion del caudal en los rios. La
respuesta suele ser el aumento de la cobertura de
las especies.
* No todos los hidréfitos tienen el mismo valor indi-
cador. El nivel taxonémico de especie es esencial para
poder utilizarlos como indicadores. Su utilidad a nivel de
género queda reducida al valor de presencia o ausencia.
* El valor indicador de la abundancia (biomasa) esta
influido por variaciones anuales e interanuales, luego
su uso como indicador del estado ecolégico esta li-
mitado y en todo caso debe acotarse dentro de cada
tipo de masa de agua, y analizarse para un periodo de
tiempo de varios afos.
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Helsfitos

Son buenos indicadores de la estructura de las riberas
fluviales y lacustres, y también son sensibles a cambios en
la calidad del agua (mineralizacion y nutrientes) aunque
de forma menos acusada que los hidréfitos.
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Tipos de hidréfitos (segiin Den Hartog y Segal, 1964; in Cirujano y Medina, 2002)




Se ha realizado una revision de los sistemas indicado-
res basados en macrofitos recogidos en la bibliografia. Se
han identificado algunos métodos e indices que pueden

TABLA 3.1
Métricas y métodos para la determinacién del estado ecolégico de rios en base a los macréfitos

iNDICE/

METODO AUTORES

DESCRIPCION

ser de utilidad para el desarrollo de una metodologia a
usar en la cuenca del Ebro. Esta informacién se presenta
resumida en las tablas 3.1 (rios) y 3.2 (lagos).

METODO DE EVALUACION
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TABLA 3.1 Continuacion

iNDICE/
METODO

AUTORES

DESCRIPCION

METODO DE EVALUACION

Chara vulgaris.




TABLA 3.2
Métricas y métodos para la determinacion del estado ecolégico de lagos y humedales en base
a los macroéfitos

iNDICE/
METODO

AUTORES

DESCRIPCION

METODO DE EVALUACION
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TABLA 3.2 Continuacion

iNDICE/

METODO AUTORES DESCRIPCION METODO DE EVALUACION

Myriophyllum spicatum.




4. PROPUESTA DE METRICAS PARA LA
DEMARCACION DEL EBRO

Dentro de la flora acuitica, los macrdfitos hidrofitos
se consideran un elemento de calidad bioldgica princi-
pal para la determinacién del estado ecolégico de los
lagos de la demarcacién del Ebro. Para los rios se han
propuesto las microalgas diatomeas como elemento de
calidad biologica principal, y los macrofitos se proponen
como elementos de calidad bioldgica complementarios.

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

Procedimiento general de trabajo

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

PLANIFICACION DE LOS TRABAJOS CON EL
ELEMENTO
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Recopilacion de datos existentes
Se recogera la informacion existente en bases de
datos y en la bibliografia. En la actualidad existen varios
proyectos en los que se estan elaborando bases de datos
con objetivos floristicos y de conservacion:
* FICODAT - Base de datos de algas continentales de
la Peninsula Ibérica (en el ambito del proyecto “Flora
ibérica de las algas continentales”. Se ha recogido
informacion sobre diatomeas, cloréfitos y cardfitos.
Persona de contacto: Jaume Cambra. Universidad de
Barcelona.
* Base de datos del grupo de investigacion de Macro-
fitos Acuaticos del Real Jardin Botianico de Madrid,
CSIC.Tiene 40.000 registros de cardfitos, plantas vas-
culares y una parte de heldfitos. Persona de contacto:
Santos Cirujano. Real Jardin Botanico de Madrid.

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

Muestreo de lagos (y rios)
* Se realizaran muestreos en las masas de agua de
referencia y en las sometidas a diferentes grados
de alteracion fisicoquimica e hidromorfolodgica, con
objeto de conocer la composicién de los hidrofitos y
su abundancia relativa. El procedimiento de muestreo
recomendado se presenta en la parte Il de este do-
cumento y estd basado en las directrices CEN para
lagos y rios; no obstante hay que tener en cuenta que
la aplicacion de indices ya existentes puede requerir
procedimientos de muestreo especificos.
El nimero de masas de referencia para cada tipo
debera ser estadisticamente suficiente, asi como el
esfuerzo de muestreo (n° de transectos en un lago,
longitud de tramo fluvial, etc.).
* Se obtendran datos fisicoquimicos e hidromorfo-
l6gicos de las estaciones de muestreo que permitan
conocer la ecologia de las especies de hidrofitos
(propuesta en los apartados 8.3 y 9.3).

Anilisis y tratamiento de resultados

¢ Se analizaran los inventarios de las masas de refe-

rencia con objeto de identificar:
— Especies A: Especificas de las masas de agua pris-
tinas o no alteradas de forma sensible (masas de
referencia).
— Especies B: Aparecen tanto en masas de agua de
referencia como en masas de agua con alteracion.
— Especies C: Dominan las masas de agua mas alte-
radas. Pueden ser especies invasoras.
En las masas de referencia el porcentaje de especies
A y su abundancia constituiran las condiciones de
referencia del tipo. En caso de no existir masas de
referencia, las condiciones se determinaran me-
diante juicio de experto.
Se trabajard con inventarios que posean como mi-
nimo 4 especies. Se realizaran anilisis estadisticos y
se contrastaran los resultados con expertos.

¢ Disefio de una base de datos que responda a los

requerimientos de la DMA. El tipo de datos a incluir

seria:

— Nombre de la especie

— Categoria de masa en la que se encuentra: Lago, rio,

aguas de transicion

— Tipo de la masa (segln la tipificacién realizado se-

gun la DMA)

— Masa de referencia / No referencia

— Localizacién geogrifica (coordenadas) (inicio y final

de tramo en caso de rios)

— Clasificacién en funcién de su abundancia en el tramo

fluvial / lago: Se puede usar una escala del tipo |:rara; 2:

ocasional; 3: frecuente; 4 abundante; 5 dominante

— Datos fisicoquimicos: conductividad y nutrientes
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— Datos hidromorfoldgicos: profundidad, sustrato,
rangos de velocidad del agua, grado de sombra., fluc-
tuacion del nivel, etc.

— Otros datos complementarios (resultados de IHF,

QBR, IVF....).

¢ Disefio de indices especificos. Con un niimero sufi-

ciente de datos (1.000 inventarios) podria abordarse

el disefo de un indice especifico para los tipos de
masas de aguas.

Dado que la elaboraciéon de indices es un proceso
que requerira un cierto tiempo de trabajo, se reco-
mienda que en la fase inicial de trabajo se usen métricas
sencillas como el nimero de especies. Esta opcion ha
sido adoptada por la Agencia Catalana del Agua para los
lagos de montafa y carsticos de Catalufa (“InMac = n°
especies de macréfitos” excluidos los musgos, caréfitos
y helofitos) (ACA 2003). También pueden usarse indices
existentes (ver tablas 3.-1 y 3.2). Entre éstos los siguien-
tes se podrian aplicar facilmente:

Rios
* indice SLA, SAP (se han aplicado previamente en
rios de Catalufiaa) y especialmente el indice IBMR
(recomendado por AFNOR).
¢ indice IM para una caracterizacion rapida de los
tramos fluviales.

Lagos
* indice 1, (Id.e valoracién de humedales): Se ha apli-
cado en humedales del Pais Vasco para la determina-
cién del estado ecolégico.

5. DIRECTRICES PARA EL CONTROL DE
VIGILANCIAY CONTROL OPERATIVO
EN BASE A LOS MACROFITOS

La DMA establece la puesta en marcha de programas
de seguimiento que permitan el diagnéstico y el segui-
miento del estado ecolégico de las masas de agua. Estos
programas se indican en el diagrama adjunto:

« Comlrol da

g Cauman L] s Conbred operacional
conoc i Programa da medides
T
Control de
invesigaciin

Los objetivos de las redes de control de vigilancia y
control operativo se indican en el siguiente cuadro (se-
gin AnexoV apartados 1.3.1.y 1.3.2)):

CONTROL DE VIGILANCIA

» Completar y aprobar el procedimiento de evaluaciéon de
impacto (andlisis de presiones e impactos).

* Contribuir al disefio eficaz de los futuros programas de
vigilancia.

e Evaluar los cambios a largo plazo en las condiciones natu-
rales.

e Evaluar los cambios a largo plazo resultantes de actividad
antropogénica muy extendida.

CONTROL OPERATIVO

* Establecer el estado de las masas identificadas en riesgo de
no cumplimiento de los objetivos medioambientales.

* Evaluar los cambios que se produzcan en las aguas indica-
das, como resultado de los programas de medidas.

En los apartados siguientes se indican las directrices a
considerar para el uso del elemento de calidad bioldgica
macrofitos en las redes de control de vigilancia y control
operativo.

5.1. SELECCION DE LAS ESTACIONES DE
CONTROL

5.1.1. Red de referencia

Realizar seguimientos en lagos seleccionados dentro
de los diferentes tipos, con la finalidad de recabar infor-
macion que permita perfilar las condiciones de referencia.
La seleccion de los lagos se realizard teniendo en cuenta
los datos sobre las presiones e impactos y mediante la
consulta a expertos.

En el caso de los rios, se sugiere analizar los macrofi-
tos en las estaciones de la red de referencia existente (la
cual se ampliara y modificara en 2005).

En el procedimiento que se presenta en la memoria
(capitulo 8 y 9) se indican las directrices para la seleccion
del punto de muestreo.

5.1.2. Control de vigilancia

La red de control de vigilancia debera estar integrada
por suficientes masas de agua representativas de las con-
diciones naturales de la demarcacién y de las presiones e
impactos identificados.

En la demarcaciéon del Ebro se han identificado 92
masas de agua de la categoria lago. De éstas solo un
tipo (alta montafa septentrional, dimictico, aguas acidas)
agrupa un numero considerable de lagos (58), mientras
que el resto de tipos estan representados por canti-
dades que varian entre | y 7 lagos. Por esta razoén se
recomienda estudiar los macréfitos de todos los lagos
(34) que pertenecen a los diferentes tipos (distintos al
de montaia) y afadir a éstos una seleccion del grupo de
lagos de montaiia (5 o 6).

En el caso de los rios se han identificado 697 masas
de agua fluviales, y existen unos 200 puntos de muestreo



Ceratophyllum demersum.

de diatomeas y unos 400 puntos de muestreo de ma-
croinvertebrados. Se recomienda introducir el estudio de
los macrofitos en la totalidad de las estaciones de la red
de control de vigilancia, cuando ésta se defina.

Para la seleccién de los puntos de muestreo hay que
tener en cuenta que:

¢ Estén representados tramos de referencia para los

tipos que dispongan de ellos (segin el estudio de

Presiones e Impactos).

* Existan tramos representativos de los diferentes

grados de calidad.

¢ Coincida el punto de la red de macrdfitos con el de

diatomeas y macroinvertebrados y de calidad fisicoqui-

mica.

En el procedimiento que se presenta en la memoria
(capitulo 8 y 9) se indican las directrices para la seleccion
del punto de muestreo referidas a los macréfitos. No
obstante en términos generales se recomienda:

e Evitar situar la estacion de muestreo de la red de

vigilancial muy cerca de puntos de vertido directos,

siendo mas adecuado situar la estacién donde el agua
vertida se ha mezclado totalmente con la del medio
receptor.

* Evitar los tramos con azudes, ya sea embalsados o

bajo presas o infraestructuras hidraulicas que pueden

favorecer a los macrofitos.

Analizar la posibilidad de muestrear en mas de una
estacion en masas de agua muy extensas. La longitud
media de las masas de agua fluviales de la cuenca del
Ebro es de |9 km pero existen algunas masas de agua
que alcanzan hasta 80 km (Jalon, Piedra, Manubles). En
estos casos se deberia disponer de mas de una estacién
de muestreo.

5.1.3. Control operativo
Las estaciones de control operativo deben cubrir
todas las masas identificadas en riesgo de no cumplir los

objetivos medioambientales. No obstante no se requiere
el andlisis de todos los parametros indicadores de los
elementos de calidad que indica la DMA, sino aquellos
mas sensibles a las presiones a las que estd sujeta la
masa.

La localizacién de las estaciones de control operativo
referidos al elemento de calidad macrofitos hidrofitos
debe tener en cuenta que:

* debe permitir evaluar la magnitud e impacto de los

procesos de eutrofizacion y alteraciones hidromor-

foldgicas,

°y en caso de existir varios puntos de contamina-

cién-alteracion puntuales, las estaciones de control

se situaran de modo que sean representativos de la
magnitud y el impacto del conjunto.

5.2. FRECUENCIA DE MUESTREO

Periodo de muestreo

Los macrdfitos se tienen que muestrear dentro de
su periodo vegetativo que comprende el periodo pri-
mavera-otofio. En el apartado 10 se recomiendan los
periodos de muestreo para los diferentes tipos de lagos
y rios.

Frecuencia de los controles de vigilancia
y operativo

Seglin la DMA se debe realizar un control de vigilan-
cia durante un periodo de un afio dentro del periodo que
abarque el plan de cuenca (6 afios). No obstante en las
primeras etapas de reconocimiento de la demarcacion y
durante los tres primeros afios de funcionamiento de la
red de control (2006-2008) se recomienda una mayor
frecuencia de muestreo (anual o bianual).

En el apartado 10.2 se indican algunas directrices
para la determinacién de la frecuencia de muestreo de
los macrofitos.







En las paginas siguientes se incluye un procedimiento
destinado al uso de los macrofitos sumergidos (hidroéfi-
tos) como elemento de calidad bioldgica de lagos y rios.
El objetivo es facilitar la obtencién de inventarios com-
parables que permitan la identificacion de las especies
de referencia y la determinacién del estado ecologico
en rios y lagos de la cuenca del Ebro. No obstante debe
advertirse que la aplicacién de alguno de los indices exis-
tentes en la bibliografia puede requerir procedimientos
especificos.







6. INTRODUCCION

El procedimiento esta basado en la informacién ob-

tenida de:

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

— Norma CEN prEN 14184 “Guidance standard
for the surveying of aquatic macrophytes in running
water (2002).

— Informacién recogida en la reunion de expertos

— Claves de identificacién y guias de campo

— Camara fotografica con lentes polarizadas

* Instrumentos adicionales para muestreos con em-
barcacién y buceo:

— Barca adecuada para las condiciones locales con el
equipo de seguridad apropiado (salvavidas)

— Equipo de buceo

— Cuerdas y boyas para fijar transectos

— Profundimetro o cinta métrica lastrada para medir
profundidades

— Camara fotografica sumergible

realizada en la CHE, y de la consulta de la bibliografia 7.2. REACTIVOS FIJADORES

adjunta. Alternativamente a la conservacion de los macréfitos
El procedimiento abarca los siguientes temas: por medio del prensado de los especimenes, pueden
* |dentificacién del equipo de muestreo usarse reactivos fijadores, lo cual es preferible para los
* Muestreo en lagos cormofitos de pequeio tamafio y para las macroalgas.

* Muestreo en rios Los reactivos fijadores mas usuales son:

* Seleccidn del periodo de muestreo

* Directrices para la cuantificacion de los macroéfitos
* Conservacion y etiquetado de muestras

* |dentificacién de ejemplares

¢ Control de la calidad

* Formaldehido (HCHO) al 4% vv. Dada la naturaleza
toxica de esta sustancia, en caso de utilizacion se
deben tomar precauciones (trabajar en un ambiente
bien ventilado, usar guantes y recipientes herméticos.
* Alcohol etilico con glicerina y agua (liquido de Kew

modificado) en proporcion 65%, 5% y 30%. También
puede utilizarse este conservante de forma concen-
trada eliminando el agua.

7. EQUIPOSY REACTIVOS

7.1. EQUIPOS DE MUESTREO
* Equipo de proteccién personal
— Botas o vadeadores de caucho.
— Guantes de latex (para aguas sospechosas de con-

8. PROCEDIMIENTO DE MUESTREO
EN LAGOS

taminacion) 8.1. SELECCION DEL PUNTO DE MUESTREO
— Gafas de sol polarizadas ¢ |dentificar estaciones de muestreo que sean re-
— Salvavidas presentativos de la diversidad de habitats existente

¢ Equipo para la recolecciéon de muestras

— Rastrillo con mango extensible para aguas someras
— Gancho en corona con cuerda larga para aguas
profundas

— Draga del tipo Van Veen para aguas profundas

— Caja o cubo con el fondo de vidrio (Aquascope),
para facilitar la visién de los crecimientos y sus co-
berturas

— Cinta métrica lavable con plomos para marcar
transectos

— Bandejas de plastico blanco

— Bolsas de plastico herméticas

— Recipientes de plastico y tubos pequefios de plas-
tico o cristal (para especies pequefias)

— Nevera portitil

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

— Aparato de localizacién geografica (GPS)

— Mapas, con escalas compatibles con el muestreo de
macrofitos

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

— Lupa, x10 aumentos

y de los posibles impactos humanos debidos a las
actividades y/o usos existentes en el lago y en zonas
circundantes. Para esto se recomienda examinar fo-
tos aéreas del lago y de su cuenca previamente a la
visita.

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

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

Los transectos podran ser de anchuras y largos va-
riables pero esto debe estandarizarse lo mas posible
para la comparacién de lagos con las mismas caracte-
risticas hidromorfolégicas.

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

Lagos vadeables (profundidad < 1,5 m)
* Recorrer la zona a muestrear extrayendo las plan-
tas mediante ganchos y rastrillos. Realizar transectos
de orilla a zona profunda, en diferentes puntos del
lago (si es extenso) o bien atravesar el lago en dos di-
recciones (si no es muy extenso). El uso de rastrillos
con mango extensible permite muestrear las zonas
mas profundas.
¢ |dentificar las plantas de “visu” y anotar su abun-
dancia segiin el método indicado en el apartado ||
(escala de | a 5).
* Si se requiere la identificacion posterior de la espe-
cie, introducir una muestra en una bolsa de plastico
hermética y rotular convenientemente.
* El uso de un visor (aqua scope) puede facilitar la
observaciéon de la distribucion y cobertura de las
especies.
* Anotar las coordenadas de inicio y final de cada
transecto.

Lagos profundos

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

* Iniciar la navegacion en un punto de la orilla (se

recomienda marcarlo de alguna forma) y nave-

TRANSECTOS

gar despacio perpendicularmente a la orilla. Cada
cierta longitud del transecto (0,5 m o bien cada
2-5 m o >5 m segln la escala de trabajo) se to-
maran muestras del fondo con ganchos o dragas
(varias extracciones), se identificaran las especies
“in situ” o bien se conservaran muestras (en bolsas
herméticas convenientemente rotuladas) para su
determinacién en el laboratorio. En cada punto de
muestreo, anotar como minimo la profundidad y si
es posible las caracteristicas del sustrato (muestras
con draga). Estimar la abundancia segin el método
indicado en el apartado || (escala de | a 5). Repetir
este procedimiento hasta completar la longitud del
transecto.

El uso de una camara subacudtica permitird obtener
un mayor detalle en la determinacion de la cober-
tura y distribucion de las especies de hidroéfitos.
Como método complementario, cuando sea posible,
se recomienda muestrear con la ayuda de un buzo
que realice la toma directa de los ejemplares ano-
tando su cobertura.

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

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




8.3. DATOS Y/O MUESTRAS Se considera recomendable disponer de los siguientes
COMPLEMENTARIOS AL MUESTREO DE datos tomados en los puntos de muestreo de macrofitos
LOS MACROFITOS EN LAGOS en lagos y zonas himedas:

PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

TOMA DE MUESTRAS DE MACROFITOS MEDIANTE RASTRILLO
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9. PROCEDIMIENTO DE MUESTREO
EN RIOS

9.1. SELECCION DE LA ESTACION DE

MUESTREO

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

* Las caracteristicas del tramo (sustrato, profundidad
del agua, grado de sombra, rango de caudal) debe-
ran de ser similares a las que se encuentran en las
estaciones de referencia del tipo fluvial (o a las con-
diciones de referencia fijadas). Se evitara muestrear
en tramos en los que existan infraestructuras viales
o hidraulicas (puentes, estaciones de aforo, azudes,...)
las cuales suelen modificar la estructura del sustrato,
régimen de caudal y grado de sombra; en general
estas infraestructuras suelen favorecer el crecimiento
de los macrofitos.

9.2. DIRECTRICES PARA LATOMA DE

MUESTRAS

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

Rios vadeables
La toma de muestras se realiza a partir de recorridos
de la totalidad del tramo (si la longitud es pequena - <50

Typha sp.

m), en zigzag desde una orilla a la otra. Se van recogiendo
los diferentes macrofitos, los cuales se identifican “in
situ” o bien se recoge muestra en una bolsa de plastico,
vial o prensa para su posterior analisis (ver apartado
I3). Asimismo se anota su abundancia considerando una
escala de | a 5 (ver apartado | 1), asi como otras caracte-
risticas como el tipo de sustrato, profundidad y velocidad
del agua (rango), grado de sombra etc. (ver estadillo en
Apéndice).

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

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

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

Rios profundos

El muestreo en rios profundos se realizara desde una
embarcacion, y siguiendo las directrices indicadas para
los lagos profundos (ver apartado 8.2).

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

Potamogeton crispus.



{ .

Potamogeton pectinatus,

9.3. DATOS Y/O MUESTRAS Se considera importante disponer de los siguientes
COMPLEMENTARIOS AL MUESTREO DE datos tomados en los puntos de muestreo de macro-
LOS MACROFITOS EN RiOS fitos:

PARAMETROS HIDROMORFOLOGICOS

PARAMETROS FISICO-QUIMICOS
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10.1. PERIODO DE MUESTREO

El muestreo de los macroéfitos debe realizarse du-
rante el periodo vegetativo de las especies que suele ser
entre primavera y otofio. No obstante el periodo éptimo
puede variar con las condiciones climaticas caracteris-
ticas de cada tipo de masa de agua y con la especie. La
recoleccién de ejemplares inmaduros puede dar origen a
errores de identificacion.

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

Los periodos recomendados para los rios son:

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

10.2. FRECUENCIA DE MUESTREO EN

LOS CONTROLES DEVIGILANCIAY

OPERATIVOS

En los trabajos iniciales de identificacion de las condi-
ciones de referencia y del disefio de la red de vigilancia,
se recomienda realizar muestreos cada afo (entre 2005
y 2007). Posteriormente se recomienda muestrear cada
3 afios.

Para la red de control operativo la frecuencia de
muestreo podria ser anual o bianual, con dos o tres

muestreos por aio dependiendo del impacto que se esta
evaluando.
—Seguimiento de un impacto hidromorfolégico:
muestreo en aguas altas y aguas bajas (ejemplo: ver
los efectos de puntas de caudal sobre crecimientos
de macrdfitos).
— Seguimiento de eutrofia: muestreo a inicio (prima-
vera) y final (inicio otofio) del periodo vegetativo.
No se requieren frecuencias mas cortas de muestreo,
teniendo en cuenta que la respuesta de los macrofitos
es mas lenta que la de otros indicadores como las mi-
croalgas.

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

ABUNDANCIA

PORCENTAJE DE
COBERTURA (%)

ESCALA DESCRIPTOR CLASE

DE CADA

Se utilizara una hoja de campo en la que se anotaran
las caracteristicas de distribucion y abundancia de las
especies, y su situacién en la masa de agua por medio de
un esquema.

12. CONSERVACIONY ETIQUETADO

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

12.1.TECNICAS DE CONSERVACION

Conservacion en el campo
* Se pueden conservar en fresco en bolsas de plas-
tico y dentro de una nevera eléctrica o con hielo.
* En caso de no poder conservarse las muestras en
fresco se pueden usar formaldehido, o bien alcohol
etilico o liquido de Kew modificado y proceder segln
una de las dos opciones siguientes:



— Empapar los ejemplares con un poco de formalde-
hido 4-5%vl/v e introducirlos en bolsas de plastico con
cierre hermético.

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

En todo caso las muestras se deben conservar a
oscuras y en lugar fresco durante el traslado al labo-
ratorio para lo cual se utilizard una nevera portitil
con hielo.

Conservaciéon permanente
Los métodos de conservaciéon recomendados son:
* En seco para los especies de fanerégamas de mayor
tamafo y para los musgos. Colocar el ejemplar entre
hojas de periddico o papel secante y prensar durante
3-5 dias, cambiando los secantes cada dos dias hasta
que la planta esté lo suficientemente seca. Una vez se-
cas guardar las plantas convenientemente etiquetadas
en pliegos de papel blanco.
* En viales herméticos o pequefios botes de plastico
herméticos con una solucién de formaldehido al 4%
o bien liquido de Kew modificado para macroalgas y
fanerégamas de pequefio tamafo.
* En caso de realizar preparaciones microscépicas de
macroalgas con glicerina, se recomienda conservar
éstas selladas con laca.

12.2. ETIQUETADO

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

13.IDENTIFICACION DE MUESTRAS Y
TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

La identificacién de macroalgas, musgos y corméfitos
de pequeiio tamafo puede requerir trabajos de labora-
torio.

13.1. EQUIPOS DE LABORATORIO
La identificacion de los macrofitos puede requerir del
siguiente equipo:
— Microscopio estereoscopico.
— Microscopio dptico: equipado con una platina meca-
nica y objetivos de grandes aumentos y de inmersion.
— Portaobjetos con escala micrométrica: Es una pre-
paracion que tiene inscrita una distancia conocida,
con divisiones y subdivisiones, para poder calibrar

el ocular micrométrico, o cualquier otro aparato de

medida.

— Guias de identificacion y iconogrdfias: adecuadas al

ambito de estudio.

—Medios para verificar la identificacién de las es-

pecies de dificil taxonomia: Esto puede hacerse de

diversas formas: con dibujos y micro-fotografias de
alta resolucion; con imagenes de video.

Para eliminar las incrustaciones de carbonatos pre-
sentes en determinadas algas es necesario tratar las
muestras con un reactivo. Estos pueden ser los siguien-
tes:

— Acido acético (ex IN)

— Acido clorhidrico diluido (ex | M) (HCI)

Para visualizar las estructuras se pueden usar los
siguientes colorantes:

— Lugol (deteccion de la presencia de almidén)

—Azul de metileno (contraste de estructuras aprié-

tales)

— Carmin acético (tefir nucleos de las células)

13.2. IDENTIFICACION DE LOS MACROFITOS
La identificaciéon de los macrofitos es una tarea a
realizar por un experto botanico dado que se requiere
alcanzar el nivel de especie. Esto es especialmente im-
portante para los lagos en los que la diversificacion de
los macréfitos es mayor que en las aguas corrientes. En
la bibliografia se incluyen los textos generales mas impor-
tantes que se usan para la identificacion de las especies.
En algunos casos se recomienda confirmar la identifi-
cacion de las especies de taxonomia mas dificil mediante
consulta con expertos nacionales o internacionales.

13.3. TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Los resultados de los muestreos realizados se debe-
rian incluir en una base de datos centralizada disefiada
para la cuenca del Ebro, o de dmbito nacional que recoja
el marco de trabajo de la DMA (ver informacién reque-
rida para cada especie en el capitulo 4).

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

14. CONTROL DE LA CALIDAD EN
EL MUESTREO, TRATAMIENTO E
IDENTIFICACION DE MACROFITOS

14.1.INTRODUCCION

La implementacién de la Directiva 2000/60/CE re-
quiere que los métodos que se utilicen en el estableci-
miento del estado ecolégico procedan de metodologias
estandarizadas (ISO, CEN, o de organismos nacionales de
estandarizacion), que los laboratorios dispongan de pro-
gramas de aseguramiento de la calidad (EN ISO 17025) y
participen regularmente en ejercicios de intercalibracion
(Proficiency testing programmes).
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El muestreo e identificacién de los macrdéfitos como
elementos de calidad para la determinacién de la DMA
debe realizarse siguiendo procedimientos estandarizados
y con sistemas de control de la calidad.

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

Todo lo indicado hace necesario la elaboracién y
aplicacion de métodos de control de calidad especificos
para las actividades relacionadas con el muestreo e iden-

tificacion de macréfitos. El grupo CEN TC 230 WG 2
estd desarrollando programas para asegurar la calidad en
las tareas de implantacion de la DMA.

14.2. DIRECTRICES PARA EL CONTROL

DE LA CALIDAD

Las medidas a seguir persiguen garantizar la correcta
identificacion de las especies, asi como la documentacion
de la toma de muestras y de la evaluacién de la abundan-
cia de las especies.

Eichornia crasipes.

Nymphaea sp.









GLOSARIO

Cianobacterias: Bacterias que llevan a cabo la fotosin-
tesis oxigénica gracias a que poseen pigmentos foto-
sintéticos (clorofila a, beta caroteno y ficobilinas).

Condiciones de referencia: Para cualquier masa de
agua las condiciones de referencia del tipo al que
pertenece son un estado ecoldgico, en el presente o
en el pasado, donde los valores de los elementos hi-
dromorfolégicos, fisicoquimicos y bioldgicos corres-
ponden a los que existen en ausencia de alteraciones
antropogénicas o de muy escasa importancia (segun
Guia REFCOND, 2003).

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

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

ECELS: indice del estado de conservacién de los ecosis-
temas leniticos someros. Herramienta para el estable-
cimiento del estado ecoldgico de las zonas hiumedas
de Catalufa (Ver bibliografia).

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

Estaciones de referencia: Estaciones de muestreo en
las masas de agua de rios, lagos y aguas de transicion
en las que se encuentran condiciones de referencia.

Estado ecolégico: En el marco de aplicacién de la
DMA, se define como una expresion de la calidad de
la estructura y el funcionamiento de los ecosistemas
acudticos asociados a las aguas superficiales.

Eutrofizacion: Enriquecimiento en nutrientes, de origen
natural o antrépico, de una masa de agua. La eutrofi-
zacion suele manifestarse por un aumento de las po-
blaciones de algunas algas (especialmente microalgas)
y determinadas plantas acudticas.

Fitobentos: Vegetales que viven asociados a cualquier
sustrato del fondo de los ecosistemas acuaticos. In-
cluye cianobacterias, algas microscépicas (microalgas),
macroalgas y macrofitos.

Helofitos: Plantas anfibias con la parte inferior sumer-
gida en el agua, pero con hojas, la mayor parte del
tallo y las flores aéreas.

Hidrofitos: Plantas acudticas en sentido estricto, es de-
cir aquellas que completan su ciclo biolégico cuando
todas sus partes se encuentran sumergidas o flotando
en la superficie del agua.

IHF: indice de habitat fluvial (Pardo et al. 2002)

IVF: indice de vegetacién fluvial (ACA —C.Gutiérrez,
2001)

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

QBR: indice de calidad de ribera (Munné et al 1998)

Taxon: Unidad taxondmica, por ejemplo familia, género
o especie.
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Hoja de campo para macrofitos de rios
El inventario se debe ajustar a lo esperable en cada cuenca

Rio:

Subcuenca:

Localidad / Municipio:
Codigo masa de agua:
Estacion:

Anchura:

Profundidad:

Técnico toma:
Técnico identi

ficacion:

[Fecha / Hora:

Fotos (detalle

ver detras):

Rara

Ocasional

Frecuente

Abundante

Dominante

Perifiton de DIATOMEAS

2

3

4

5

CLOROFITOS

Cladophora sp.

Chaetophorales

Chara sp.

Cloroficeas incrustantes

alalal—
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WlW|lWw|w

R R B

ajajo|o

CIANOFITOS

Rivularia sp.

Nostoc sp.

RODOFICEAS

Tapetes de OSCILATORIAS

CONJUGADAS

HEPATICAS

MUSGOS

PTERIDOFITOS

RN | QKN | QIR | QEEY) | QEEN) | KN | RN JEEN

NININEINEINEINLININ

W W[ |W]|W||W||W]|w|w

I B B B B N B B
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MONOCOTILEDONEAS

Groenlandia sp.

Potamogeton crispus

Potamogeton lucens

Potamogeton pectinatus

Potamogeton perfoliatus

Potamogeton polygonifolius

Potamogeton sp.

Zannichelia sp.
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DICOTILEDONEAS

Callitriche

Ceratophyllum demersum

Myriophyllum alternifolium

Myriophyllum spicatum

Myriophyllum sp.

Nasturtium officinale

Ranunculus sp.

Veronica anagallis-aquatica

Veronica beccabunga

Veronica sp.
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OTROS TAXONES
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COMENTARIOS:

Muestra/s tomadal/s:

si[ ]

No|:|




Hoja de campo para macroéfitos de rios

ESQUEMA:

Apuntar porcentajes de cobertura de los diferentes taxones

Detalles fotos La foto muestra
Foto n°/ Carrete n°/ Estacién n° Aguas arriba: Orilla derecha:
1 Aguas abajo: Orilla izquierda:
Coordenadas:
Descripcion:
Foto n°/ Carrete n°/ Estacién n° Aguas arriba: Orilla derecha:
2 Aguas abajo: Orilla izquierda:
Coordenadas:
Descripcion:
Foto n°/ Carrete n°/ Estacién n° Aguas arriba: Orilla derecha:
3 Aguas abajo: Orilla izquierda:
Coordenadas:
Descripcioén:
Foto n°/ Carrete n°/ Estacién n° Aguas arriba: Orilla derecha:
4 Aguas abajo: Orilla izquierda:
Coordenadas:

Descripcioén:
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