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Clorofila-a fitoplanctonica

Lilen Yema

La clorofila-a es el principal pigmento fotosintéti-
co que utilizan los organismos fitoplancténicos;
esta molécula participa en la captacion de energia
solar con la que se sintetizan compuestos de car-
bono, utilizados como fuente de energia, al liberar
agua y oxigeno. Los organismos fitoplancténicos
también cuentan con pigmentos accesorios a la
clorofila, como los carotenoides, xantinas, las fico-
bilinas (cianobacterias).

La clorofila-a es ampliamente utilizada como una
medida indirecta de la biomasa fitoplancténica acti-
va, ya que su analisis es relativamente sencillo y ra-
pido. También puede utilizarse para el calculo de in-
dices, como el indice de eutrofizacién (OCDE,1992)
y el indice de estado tréfico (TSI, Carlson, 1977).

En el andlisis de la clorofila se utilizan distintos
solventes orgdnicos para extraer el pigmento (por
ej.: acetona y etanol) y su medicién se realiza por
métodos que tienen distinto grado de precision y
sensibilidad (por ej.: cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) o fluorometria). Aqui se presen-
tard la técnica espectrofotométrica debido a su
facil acceso y facilidad. Es importante que cual-
quiera sea el solvente empleado y la metodologia
elegida se utilicen siempre las mismas para poder
comparar resultados.

Toma de muestras

e Colectar utilizando una botella de Van Dorn
entre 500 mL y 1 litro de muestra en envase
de vidrio o PET, oscuro o envuelto en papel de
aluminio. Para mas detalle ir a la seccion Cia-
nobacterias y Fitoplancton.

e Realizar el analisis de la clorofila lo mds pron-
to posible desde su recoleccidn y transporte, y
conservar refrigerada la muestra (a 4 °C) hasta
el momento de filtrado.

Materiales

Solvente orgdnico para extraer clorofila (Ace-
tona 90% con 10% solucion MgCO, saturada
o Etanol (C,H,OH) absoluto para anélisis, sa-
turado con MgCO,-alrededor 5mg L"-, segun
método empleado).

Solucion carbonato de magnesio saturada:
1 g MgCO, en 100 mL agua destilada (para
método con acetona) (Esta suspension
acuosa se afiade para aumentar la eficacia
de retencidn del filtro y evitar que la clorofila
se degrade).

Agua bidestilada o ultrapurificada

Acido clorhidrico HCI 0,1 N

Filtros de fibra de vidrio tipo GF/C o GF/F de 47
mm de diametro

Tubos de centrifuga tipo Falcon, de plastico
con tapa rosca, capacidad 15 mL

Probetas graduadas

Pipetas automaticas (capacidad 10 mL y 200
) o pipetas de vidrio graduadas

Tips de plastico para pipetas
Pinzas, papel de aluminio, papel tissue

Cubetas para espectrofotémetro con tapa (se
pueden tapar con parafilm)

Jeringa y filtro de jeringa no estéril; membrana
de nylon, politetrafluoroetileno (PTFE), polipro-
pileno, celulosa regenerada; 25 mm de diame-
tro; tamano de poro 0,45 pm

Clorofila-a fitoplancténica
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e Rotuladores, planillas

e Equipo de filtracién por vacio con portafiltro
(para filtros de 47 mm de didmetro)

e Centrifuga
e Agitador tipo vOrtex

e Espectrofotémetro con rango de longitud de
onda visible hasta 750 nm, resolucién de 1 nm,
ancho de banda de 2 nm o menos, definicién
igual o mayor a 0,001 unidades de absorban-
cia y capacidad para celdas con un trayecto
Opticode 1a5cm.

e Barfo térmico de agua con termostato apropia-
do para 75 °C = 1°C con porta tubos (etanol)

1° Etapa: filtracion de muestra (Fig. 1a)

Esta etapa debe realizarse lo antes posible desde
la toma de la muestra (dentro de las 24 h) en un
ambiente con luz tenue para evitar la degradacion
de la clorofila-a.

Primero se debe filtrar la muestra de agua para
obtener una fraccién de fitoplancton concentra-
da para su andlisis. El congelamiento del filtro
colaborara en romper las células y liberar la clo-
rofila.

1) Enjuagar con un poco de muestra y ensamblar
un kit de filtracién (previamente lavado con solu-
cion HCI 2% y enjuagado con agua miliQ) y conec-
tar a una bomba de vacio._

2) Colocar el filtro en el kit filtrador utilizando unas
pinzas limpias, encender la bomba, chequear que
esté bien aislado y no haya pérdidas. La presion no
debe superar los 310 milibar para no romper las
células y perder el pigmento.

Mantener el equipo, especialmente la zona del
filtro, tapado con papel de aluminio para evitar el
contacto con la luz.

3) Homogeneizar la muestra (invirtiendo y rotando
el frasco) y pasarla a través del filtro. El volumen
de muestra filtrado dependera de la cantidad de
material suspendido presente en el agua; el filtro
debe quedar cubierto y coloreado, pero no sobre-
cargado (Figura 1a). En general 500 mL son sufi-
cientes, pero puede ser menor o mayor segun la
densidad de la muestra; conviene ir filtrando pro-
gresivamente el volumen para evaluarlo. Registrar
el volumen filtrado.
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4) Con pinzas limpias, tomar el filtro por el borde
y cuidadosamente plegar en cuartos (con el mate-
rial filtrado hacia dentro). Continuar con la etapa
de extraccion, o en caso de no poder realizarla en
el momento, colocar los filtros en sobres de papel
de aluminio, rotular y llevar al freezer o termo de
nitrogeno liquido_a -20 °C o mantener en hielo.

En caso de filtrar més de una muestra, al cambiar
de muestra enjuagar el kit de filtrado con un poco
de la misma.

2° Etapa: extraccion clorofila (Fig. 1b)

La extraccién de la clorofila de las células aisla-
das se realiza a través de un compuesto organico
como acetona o etanol.

Método acetona

1) Cortar al medio los filtros (recién filtrados o free-
zados al dia siguiente del filtrado, pasada al menos
una noche y no mas de 7 dias), colocar en tubos
tipo Falcon de 15ml rodeados de papel de alumi-
nio, agregar 2-3 mL de acetona 90% y moler con
varilla de vidrio.

2) Completar en los tubos con acetona hasta 10ml.

3) Reposar en heladera_(4 °C y oscuridad) durante
minimo 2 h y maximo 24 h.

4) Centrifugar las muestras durante 20 minutos a
1500rpm.

Método etanol caliente

1) Cortar al medio los filtros (recién filtrados o
freezados al dia siguiente del filtrado, pasada al
menos una noche y no mas de 7 dias), y colocar-
los en tubos Falcon de 15 mL rodeados de papel
de aluminio.

2) Agregar 10 mL etanol en el tubo cubriendo com-
pletamente el filtro con el solvente. Tapar bien y
agitar manualmente o con un vértex para resus-
pender el material del filtro.

3) Colocar los tubos en el bafio térmico a 75 °C £ 1
°C, y calentar por 10 minutos, agitando suavemente.
No superar este tiempo para no degradar la clorofila.

4) Retirar los tubos y enfriar a temperatura ambien-
te y oscuridad durante 15 minutos (pueden enfriar-
se bajo el agua corriente para facilitarlo). Luego,
el extracto puede ser mantenido en refrigerador
y oscuridad hasta un maximo de 3 dias, pero se
recomienda que el tiempo entre la extraccion y la
medicion en el espectrofotometro sea minimo.
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5) Centrifugar las muestras durante 15 minutos a
3500 rpm

3° Etapa: determinacion por espectrofotome-
tria (Fig. 1c)

Se medird la absorbancia de la muestra en dos lon-
gitudes de onda: 665 nm para medir la clorofila y
750 nm para medir la turbidez. Mantener las mues-
tras al resguardo de la luz mientras se realizan las
mediciones.

1) En el espectrofotdémetro setear la linea de base
con el solvente de extraccion utilizado (acetona o
etanol) a ambas longitudes de onda, llenando las
cubetas hasta % de su capacidad.

2) Pipetear 3 mL del sobrenadante de las mues-
tras centrifugadas y colocar en las celdas de vi-
drio del espectrofotémetro. Medir la absorbancia
a665nmy 750 nm.

3) Si la medida de absorbancia de la muestra
a 750 nm es menor a 0,005 unidades de absor-
bancia (UA), la muestra debe ser filtrada a través
de filtro de jeringa y se debe medir nuevamente.
Por otro lado, si la sefal a la longitud de onda
seleccionada es mayor a 0,8 UA, diluir y medir
nuevamente

4) Acidificar la muestra en la celda del espectrofo-
tometro con 0,1 mL HCI 0,1 N. Mezclar y esperar
1 minuto. Con la acidificacién la molécula de clo-
rofila se degrada en feopigmentos, que presentan
maximos de absorbancia en longitudes de onda
similares a la clorofila-a. La diferencia entre la ab-
sorbancia de la muestra sin acidificar y la acidifica-
da permitird conocer el aporte de la clorofila-a sin
productos de degradacion.

5) Volver a medir la absorbancia a 665 y 750nm
hasta obtener un valor estable.

Si se cambia de muestras, lavar el material con el
solvente organico utilizado.

6) Calcular el cociente acido:
(Ases B A750) / (Aaess B Aa7so)

Siendo Ax el valor de absorbancia en la longitud
de onda indicada y Aax, el valor de la absorbancia
acidificada para la longitud de onda indicada.

Los valores de este cociente para las aguas natu-
rales suelen estar comprendidos entre 1,4y 1,6.
En caso de que la relacion sea menor, afiadir mas
acido o prolongar el tiempo para completar la de-
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gradacion de la Chla. Si el valor supera 1,7, repetir
toda la lectura agregando un volumen de acido
menor.

7) La concentracion de Chla corregida por
feofitina se calcula utilizando los datos de ab-
sorbancia segun la siguiente ecuacioén (expre-
sada en pg ")

Chla (ug I") = F * [(A

< (Vs/Vm) L A750) - (Aases - Aa750)]

665

(modificada de APHA (2012), corregida por turbidez)

F: factor de correccién de absorbancia, 26,7 para
acetonay 28,44 para etanol

A, Y A, absorbancias del extracto

(sin acidificar)

A_a,t,x,,5 y Aa,: absorbancias luego de la acidifica-
cién

Vs: Volumen del solvente de extraccion
(acetona o etanol) (mL)

Vm: volumen de la muestra filtrada (L)
L: longitud del camino 6ptico de la cubeta (cm)

En caso de no contar con posibilidades de andlisis,
se puede enviar la muestra de agua colectada re-
frigerada y en oscuridad inmediatamente después
del muestreo, o los filtros congelados obtenidos
en la primera etapa descripta en este protocolo
preservados en nitrogeno liquido o congelados y
con silicagel.

Medicién de pigmentos por fluorometria

El método de fluorometria es mas sensible que
el método por espectrofotometria previamente
descripto, por lo que puede realizarse con menor
cantidad de muestra. Ademas, puede realizarse
in vivo utilizando las células completas de los or-
ganismos fitoplancténicos, e incluso en el sitio
de muestreo en caso de contar con un fluoréme-
tro de campo. Esto permite obtener resultados
de manera rapida, lo que es de particular impor-
tancia en casos de monitoreos de floraciones
nocivas.

Los fluorémetros miden la intensidad y la longi-
tud de onda de la luz emitida como fluorescen-
cia por las moléculas excitadas a longitudes de
onda especificas. Pueden utilizarse para medir-
se las concentraciones de clorofila-a y de otros
pigmentos, como las ficocianinas en cianobac-
terias, y la turbidez (Tabla 1). Es importante

Clorofila-a fitoplancténica
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destacar que puede haber interferencia por Es recomendable calibrar periédicamente el fluo-
1° etapa: filtracién otros compuestos que emitan fluorescencia a la rémetro con un analisis espectrofotométrico de la
misma longitud de onda. misma muestra para obtener mejores resultados.
Plegar filtro
y freezar a . . . . .
Filtrar - 0°C Durante una Parametro Biomasa algal total Cianobacteria Turbidez
| noche (o
I I I .! maximo 7 Pi bid . N .
|- | dias) igmento/turbidez Clorofila-a Ficocianina Particulas
Muestra . . . s
Longitud de onda de excitacién (nm) | 470 (30) 590 (30) 470 (30)
*
Longitud de onda de emision (nm) * | 685 (30) 645 (35) 470 (30)
2° etapa: extraccion
Rango de concentracién 0,03-100 pg L’ 0,03-100 pg L" 0,04-100 UTF
4°C y oscuri-
dad durante *los valores de longitud de onda se expresan como longitud central y ancho de banda

UTF: unidades de turbidez fluorimétricas
(Adaptada de Bellinger & Sigee, 2015)

minimo 2 hs 'y
/ maximo 24hs .
Centrifugar
— Tabla 1: Deteccion fluorimétrica de pigmentos fitoplancténicos y turbidez del agua
\ Bafio térmico

I

a75 +1°C |

Filtros cortados al durante 10 I
medio + solvente minutos | |

3° etapa: determinacion

Cargar
cubeta con
sobrenadante

muestra

FE—

| SN

Figura 1: Procedimiento de a) la filtracién de muestras, b) la extraccion de la clorofila-a y c) la determinacion espectrofotomé-
trica de la clorofila-a. (Adaptado de Gonzaélez, 2015).
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Floraciones de cianobacterias

Inés O’Farrell

Las cianobacterias son organismos procariontes
fotosintéticos que presentan un abanico de ras-
gos morfo-funcionales que les permiten dominar
el fitoplancton bajo distintos escenarios. Varias
especies de este grupo presentan eventos de mul-
tiplicacion y acumulacion denominados floracio-
nes (Fig. 1). Estos incrementos marcados de la
biomasa en cortos periodos se asocian con tem-
peraturas elevadas, enriquecimiento de nitrégeno
y fésforo y condiciones hidroldgicas asociadas
a una disminucion de la velocidad de la corrien-
te de los rios (por €j.;, periodos de aguas bajas y
remansos). Muchas especies de cianobacterias
producen toxinas y ocasionan perjuicios diversos
que afectan los distintos usos del recurso hidrico.
También ocasionan cambios en las tramas tréfi-
casy la biodiversidad.

Identificacion del peligro

¢Cuales son las especies de cianobacterias
presentes en el rio?

¢Cual es la concentracién de células de ciano-
bacterias en el agua?

¢Alguna de estas especies es potencialmente
toxica?

En tal caso, ;estan produciendo toxinas y cual
es el nivel de toxinas totales en el agua?

Este paso involucra la determinacion del potencial
de las cianobacterias para producir efectos ad-
versos en la salud integral del ecosistema (y del
ser humano) y de los niveles de células y toxinas
presentes en el agua. Se deben tomar muestras
de agua para identificar las especies presentes y
enumerar las células, estimar la biomasa y la con-
centracién de toxinas en el agua del rio (y en la

tratada cuando fuera apropiado). Se debera dise-
fiar un plan de muestreo en colaboracién con un
laboratorio analitico, si esto fuera necesario.

Muestreo

Inspeccion visual del ambiente

La inspeccion visual del curso de agua es esencial
para detectar tempranamente el inicio de la prolife-
racion de cianobacterias. Se deben registrar cam-
bios en la coloracion del agua, acumulaciones su-
perficiales o cimulos. Es necesario identificar las
areas de importancia para la cria y alimentacion de
la fauna silvestre, de recreacion y de tomas de agua
para bebida de animales y del hombre. Se puede
realizar una inspeccion visual sencilla del agua con
un envase transparente que revela la presencia de
colonias y filamentos, o grupos de ellos, que suben
ala superficie del recipiente luego de una hora de to-
mada la muestra (Fig. 2). Los relevamientos visua-
les pueden realizarse con una frecuencia quincenal
durante las estaciones cdlidas; en caso de incre-
mentos marcados de la temperatura, la frecuencia
puede intensificarse a dos veces por semana.

Ademas, se deben registrar las variables ambienta-
les/abidticas que afectan al desarrollo de las flora-
ciones de cianobacterias (temperatura, intensidad
y direccion del viento, lluvia, caudal, velocidad de la
corriente, transparencia, nutrientes-PT-NT-N:P). Si se
dispone de un sensor fluorimétrico de campo para
clorofila o ficocianina, se recomienda su uso para
complementar el monitoreo visual. Ante eventos
como los registrados en la Fig. 1, se debera proceder
a realizar muestreos adicionales a los pautados por
la frecuencia indicada en el monitoreo de rutina.

Los indicadores visuales requieren de demandas

minimas de equipamiento y habilidades para el per-
sonal local. Es posible entrenar al personal para ins-
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Figura 1: a) Rio de la Plata, b) rio Parana, c) puerto de Santa Fe, d) playa en el rio Uruguay (Salto Grande) y e) cauce principal

del tramo inferior del rio Uruguay.

peccionar los sitios de forma regular con registros
de transparencia (profundidad del disco de Secchi),
decoloracién y formacién de cimulos entre otros
aspectos. El Ciano Semaforo confeccionado por el
Ministerio de Salud de la Nacion, adaptado y utiliza-
do por la Comisidon Administradora del Rio Uruguay
(CARU) sirve como ejemplo de un indicador visual
sencillo utilizado en los balnearios del Rio Uruguay.

Materiales necesarios

Los materiales para el muestreo se detallan en el
item Metodologia de campo y conservacion de
muestras.

Temas de seguridad: La exposicion a las toxinas
durante la toma de muestras, incluso a dosis muy
bajas, puede presentar riesgos potenciales a la sa-
lud como erupciones en la piel, irritacion de las vias
respiratorias superiores y otros efectos derivados de
una exposicion crénica. Se deben seguir los proto-
colos de seguridad a nivel nacional, cuando existen:
uso de guantes largos que cubran el brazo y botas
de vadeo, evitar las salpicaduras en la piel, cubrirse
los ojos y enjuagar todos los elementos de mues-
treo con agua limpia. En el laboratorio se debe usar
delantal, guantes, protectores de ojos y tomar las
precauciones necesarias para evitar salpicaduras y
derrames, y lavar todos los elementos de la mesada.

Seleccion del sitio de muestro en el rio

La frecuencia de muestreo, definida segun el obje-
tivo, debe intensificarse en las estaciones célidas,
(cada 15 dias) y complementarse con una inspec-
cion visual regular del rio que permitira tomar de-
cisiones del disefio de muestreo. La distribucion
de las poblaciones de cianobacterias tiene una
naturaleza heterogénea y dinamica que implicara
una respuesta flexible en el momento de la selec-
cion del sitio de muestreo. Un muestreo adecuado
debe considerar la localizacion de las floraciones
en la dimensién transversal del rio, considerando
especialmente las zonas protegidas de la corriente
del cauce principal, y en la columna de agua (pro-
fundidad). Entonces, en cursos chicos se debera
muestrear aguas arriba de zonas de turbulencia y,
en rios medianos y grandes, se recomienda tomar
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muestras en el cauce principal en sitios prefijados
(ver MF) y en sitios de orilla en donde se verifique
la acumulacion de cianobacterias (puertos, balnea-
rios, remansos, etc.). En cuanto a la distribucién ver-
tical, se recomienda tomar la muestra a unos 20 cm
de la superficie. Asi, se priorizara en el programa de
muestreo la representatividad de los maximos de
abundancia en estratos subsuperficiales, caracteris-
ticos de las especies reguladoras de la flotabilidad
con capacidad de formar cimulos en superficie (gj.,
Microcystis y Dolichospermum). Con este disefio de
muestreo, también podran ser colectadas de forma
eficiente las especies con estrategia dispersivas (gj.
Planktothrix y Raphidiopsis) y las formadoras de cu-
mulos en ambientes muy turbulentos.

Obtencion de muestra para

andlisis cuantitativo

El volumen de la muestra debera ser mayor en sis-
temas menos productivos o con mucha turbidez
inorganica (300 mL) mientras que, en rios mas
productivos y con escasa turbidez inorganica, se-
ran suficientes entre 100 y 200 mL. En ambientes
someros y en aguas subsuperficiales usar mues-
treadores de mano (por €j., baldes con un peso)
mientras que, si la columna de agua estuviera es-
tratificada, se deberd emplear un muestreador tipo
botella Van Dorn para integrar las diferencias ver-
ticales (ver MF). Cuando sea posible, la muestra
subsuperficial se puede tomar directamente en el
envase de boca ancha donde se preservara, soste-
niéndolo con la mano o con una vara larga y rigida.
Homogeneizar el agua en el muestreador (balde) y
luego llenar el envase de boca ancha de plastico de
alta densidad de tapa a rosca (100 mL a 300 mL
segun corresponda). Rotular el envase especifican-
do en la etiqueta: sitio, fecha, profundidad, muestra
para analisis cuantitativo. Fijar la muestra con lugol
o lugol acético en una dilucién 1% y almacenar en
frio y oscuridad en el laboratorio hasta su recuento;
mantener el fijador en un frasco de vidrio color cara-
melo y protegida de la luz y renovarla periédicamen-
te (ver MF). Del agua colectada y homogeneizada
en el muestreador, tomar, ademas, una muestra en-
tre 500 y 1000 mL para clorofila en un envase de
plastico de alta densidad y una muestra entre 500
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y 2000 mL (segun requerimientos del operador) en
envase color caramelo para la determinacion de to-
xinas. Ambas muestras deben refrigerarse y alma-
cenarse a resguardo de la luz para su transporte al
laboratorio en el dia (pocas horas). Ver protocolo:
CLOROFILA y CIANOTOXINAS.

Obtencion de muestra para anilisis cualitativo
Estas muestras son necesarias para clasificar las es-
pecies 0 géneros, tomar mediciones u obtener indivi-
duos para cultivos. Siempre que sea posible, tomar
una muestra con red de fitoplancton de 10 a 30 pm
de poro (NO USAR PARA ANALISIS CUANTITATIVO)
(Fig. 2). Si el rio tiene una velocidad de corriente tal
gue mantiene la red suspendida subsuperficialmen-
te, filtrar por 2 6 3 minutos; caso contrario, realizar 10
lances o hasta que se colmate. Si no se dispone de
red, tomar una muestra del lugar mas “verde”. Rotu-
lar el envase especificando sitio, fecha, profundidad,
analisis cualitativo, fijada o viva. Fijar la mitad del vo-
lumen colectado con formalina en una dilucién 3%
y la otra mitad mantenerla viva, en frio y oscuridad.
Las muestras vivas se pueden preservar por varios
dias a 15-20 °C y luz tenue (Ver Fijadores).

Anadlisis de las muestras en el laboratorio

Anadlisis de muestras cualitativas

La identificacion de las especies o géneros se rea-
liza bajo microscopio optico a 10x, 40x y 100x de
aumento, equipado con reticula y reglilla para me-
dir las dimensiones de las células (vegetativas y
especializadas) y de los individuos. Dado que las
dimensiones de los organismos de cada una de
las especies varian en tiempo y espacio, se reco-
mienda medir un minimo de 20-30 individuos por
especie en cada muestra . Estas observaciones son

Figura 2: Red de fitoplancton (Foto: Zalocar), frasco transparente
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necesarias para identificar las especies y estimar la
biomasa de las cianobacterias. Las estimaciones
de biomasa y densidad de células son necesarias
para obtener indicadores de alerta en comparacion
a los resultados obtenidos con los niveles guia de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

La estimacién de la biomasa fresca se realiza en
base a calculos de biovolumen de los organismos
pertenecientes a cada especie, asimilandolas a for-
mas geométricas sencillas (Hillebrand et al. 1999,
Suny Dongyan 2003, y se expresa en ym3. Para los
filamentos se debera medir su largo, ancho y esti-
mar nimero de células por filamento, mientras que
para las colonias se debera estimar el numero de
células considerando sus tres dimensiones (largo,
anchoy espesor). Se recomienda observar en altura
(espesor) la colonia para contar las células de sus
diferentes planos regulando la observacion con el
tornillo micro y el macrométrico del microscopio;
proceder de esta forma en un sector delimitado de
la colonia para luego extrapolar a la totalidad del
organismo y finalmente a la colonia de tamafio pro-
medio estimada anteriormente.

Para asignar los individuos observados y medidos
a una especie, se utilizara la siguiente bibliografia:

Komarek y Anagnostidis (1999, 2005) y Komarek
(2013). Para acceder a una descripcién breve y
sencilla de los géneros se puede utilizar Aguilera
y Echenique (2017). Se recomienda siempre tener
en cuenta la base de datos CyanoDB especializada
en cianobacterias que provee referencias del esta-
do actual de la taxonomia:

En la Tabla 1 se detallan las especies de cianobacte-
rias plancténicas formadoras de floraciones frecuen-

Floraciones de cianobacterias
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temente registradas en la Argentina y cuales de ellas
son potencialmente téxicas (O'Farrell et al., 2019).

En la Fig. 3 se presentan fotografias de las espe-
cies mas abundantes que ilustran las eco-estrate-
gias de vida tipicas de distintos ambientes: Micro-
cystis aeruginosa y Dolichospermum spiroides son
formadoras de cumulos en la superficie mientras
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que Raphidiopsis mediterranea, R. raciborskii y
Planktothrix agardhii se dispersan de forma homo-
génea en la columna de agua.

Anadlisis de muestras cuantitativas

El analisis cuantitativo de las poblaciones de cia-
nobacterias se realiza sobre las muestras fijadas

Order Chroococcales

Order Nostocales (sig.)

Coelosphaerium kuetzingianum *

Aphanizomenon platense

Microcystis aeruginosa *

Aphanizomenon schindleri

Microcystis flos-aquae *

Cuspidothrix issatschenkoi *

Microcystis natans

Cylindrospermopsis raciborskii *

Microcystis novacekii *

Dolichospermum affine *

Microcystis wesenbergii *

Dolichospermum cf. bituri *

Snowella lacustris *

Dolichospermum circinale*

Order Oscillatoriales
Arthrospira maxima

Dolichospermum flos-aquae *

Arthrospira platensis *

Dolichospermum helicoideum

Planktothrix agardhii *

Dolichospermum lemmermannii *

Order Nostocales

Dolichospermum planctonicum *

Anabaenopsis circularis

Dolichospermum pseudocompactum

Anabaenopsis cunningtonii

Dolichospermum spiroides *

Anabaenopsis elenkinii

Dolichospermum viguieri *

Anabaenopsis milleri *

Nodularia spumigena *

Anabaenopsis nadsonii

Raphidiopsis curvata *

Anabaenopsis tanganykae

Raphidiopsis mediterranea *

Aphanizomenon aff. flos-aquae *

Sphaerospermopsis aphanizonemoides *

Aphanizomenon favaloroi

Sphaerospermopsis torques-reginae *

Aphanizomenon gracile *

Tabla 1: Especies plancténicas formadoras de floraciones y potencialmente téxicas registradas en la Argentina segun el me-

tandlisis de O'Farrell et al. (2019).

. =
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Figura 3: Algunas especies de cianobacterias frecuentes: a) Microcystis aeruginosa, b) Planktothrix agardhii, c) Raphidiopsis
mediterranea, d) Dolichospermum spiroides, e) Anabaenopsis cf. circularis, f) R. raciborskii.
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con solucién de lugol y se utiliza un microscopio
invertido segun el método de Utermdhl (1958). Los
organismos de la muestra se sedimentan en cama-
ras con columnas de sedimentacién de volumen
conocido, seleccionadas segun la abundancia de
individuos. Para el recuento de cianobacterias se
suele utilizar las cadmaras de menor volumen (2,56
10 mL); se requiere un tiempo de sedimentacion de
3 horas por cada centimetro de altura de la cdmara,
en un ambiente hiumedo para evitar la evaporacion.
Si bien los recuentos se realizan en campos al azar
0 en transectas a 400X, se pueden contar a un au-
mento menor (100-200X) la totalidad de los indivi-
duos de aquellas especies de grandes dimensiones
presentes en la cadmara (ej., Microcystis). El recuen-
to de floraciones intensas se puede realizar en ca-
maras de un volumen aun menor, Sedwick-Rafter (1
mL), bajo microscopio éptico convencional luego
de una sedimentacion de mas de 30 minutos. En el
caso que no sea posible realizar el recuento por los
métodos anteriores porque la densidad de organis-
mos en la muestra sea extremadamente alta o haya
mucho material en suspension, se pueden realizar
diluciones de la muestra original con agua destilada
y considerar el volumen del procedimiento de la di-
lucién para el célculo de la densidad final.

Con el recuento de organismos (colonias, filamen-
tos, células) obtenido para cada especie por unidad
de volumen, se puede estimar tanto la densidad
de cada especie y la densidad total de cianobac-
terias en la muestra (individuo/ml). Los resultados
se pueden expresar como células/ml, dividiendo
la densidad de cada una de las especies por el nid-
mero estimado de células promedio de cada una
de ellas, calculado en el apartado de “Analisis de
muestra cuantitativa’. Ademas, se debera estimar
el biovolumen de cada especie en la muestra, mul-
tiplicando la densidad de organismos por especie
obtenida en el recuento por el volumen especifico
promedio de esta especie, segun se indicara en el
apartado anterior. El biovolumen total de cianobac-
terias de la muestra se obtiene al sumar el de todas
las especies y se expresa como ym?#/ml (o mm?a/L).
Tanto el biovolumen (estimador de biomasa) como
la densidad de células se utilizaran para comparar
con los niveles de alerta de la OMS y eventualmente
con valores nacionales.

NOTA: una estrategia que puede facilitar el recuen-
to del numero de células de la totalidad de colo-
nias grandes y densas (sin discriminar por espe-
cie) es la eliminacién del mucilago por medio de la
hidrélisis alcalina con hidréxido de potasio (KOH)
o de sodio (NaOH) en caliente, teniendo en cuenta
para el calculo del resultado final de células/ml la
dilucion utilizada. En este caso, la estimacion de la
biomasa se debe hacer para las células.

167

Interpretacion de resultado

A partir de los resultados de densidad y biomasa
de cianobacterias y concentraciéon de toxinas se
construyen los indicadores del estado de la ca-
lidad de agua para ser contrastados con niveles
guia nacionales y de la OMS. Es importante aclarar
que en la Argentina no hay hasta el momento es-
tandares ni niveles de alerta para cianobacterias
o sus toxinas y, entonces, se recomienda utilizar
los valores de la OMS (Tabla 2) de acceso abierto
en https:/www.who.int/publications/m/item/to-
Xic-cyanobacteria-in-water—second-edition

Un caso interesante en nuestro pais es el de la
Comision Administradora de Rio Uruguay que
emplea una tabla de valores adaptados de las re-
gulaciones de distintos paises del hemisferio sur
y de la OMS:

http://www.caru.org.uy/web/2017/12/progra-
ma-de-vigilancia-de-playas-del-rio-uruguay/

La caracterizacion del riesgo se basa en la bioma-
sa 0 concentracion de células y/o de toxinas, la
extension en el curso de agua (tiempo y espacio)
de la floracién y de su potencial toxico, el tipo de
actividades que se llevan a cabo en el mismo y el
nivel de contacto que el publico o la fauna (silves-
tre y ganado) tienen con el sistema acudtico. La
densidad y la biomasa de cianobacterias ponen
de manifiesto pardmetros de toxicidad estimados
a partir de las concentraciones de toxinas. Es im-
portante destacar que la biomasa incluye valores
inespecificos de los efectos de las floraciones de
cianobacteria (ej., metabolitos desconocidos y pa-
tdégenos asociados) y que el analisis microscopico
de biovolumen de las cianobacterias o de pigmen-
tos por espectrofotometria, sensores fluorimétri-
cos in situ o remotos es mas sencillo y barato que
el andlisis de las distintas toxinas presentes en el
cuerpo de agua. Para expresar el potencial toxico
de una floracién se usan distintas alternativas:

1) concentracion de distintas toxinas (ej., micro-
cistina - MC).

2) relacion entre concentracion de toxina y la abun-
dancia de cianobacterias segun su numero de cé-
lulas (MC/cel), biovolumen (MC/BV) o clorofila-a
(MC/Chl-a).

En la Fig. 4 se sintetiza la aproximacion para rea-
lizar una evaluacion y manejo del riesgo sugerida
por laOMS.
(http://www.who.int//water_sanitation_health/pu-
blications/2011/dwg_guidelines/en/).
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Cianotoxina o Nivel guia (ng), Acciones Para evaluar el potencial del cuerpo de agua/rio que tores determinantes para que el cuerpo de agua sea
cianobacteria valor guia provisional (vgp) alberga floraciones de cianobacterias, se deben vulnerable a la ocurrencia de floraciones.

; . . conocer cuales son las condiciones que promue-
Niveles guia para agua de bebida . S . . .
ven estos eventos masivos de crecimiento. En este Ademas, es necesario establecer el tipo y grado de
OMS Microcistina-LR VGP: 1 pg/L (idem para suma de Evaluacion de riesgo sentido, si bien es fundamental conocer la concen- exposicion: recreacional: ;para qué actividades se
microcistinas) tracion de fésforo total en el sistema debido a que usa el curso de agua?, doméstica: el agua se usa
- . ; ) . . ~ o ;
Gilindrospermopsina VGP: 0.7 pg/L estg limita Iq qantldad de biomasa posible, existen para bebida, bafio, cocina? Lemstg un tratam!ento
variables adicionales tales como la temperatura, de agua capaz de remover las células de ciano-
Cianobacteria 0,3 mm3/L Nivel Alerta 1 la estratificacion térmica, la condicién luminica, la bacterias y las toxinas? vida silvestre y ganado do-
Cianobacteria 4 mm3/L Nivel Alerta 2 concen'Fr,acmn Qe ,cloroﬁla a ﬁtoplancton_lca yla con méstico: (,cgal esel tlem.p(_)’de exposicion? iexiste
centracion de nitrégeno que proveen de informacioén forma de evitar la exposicion a las floraciones? En
Niveles guia para el manejo de cuerpos de agua usados para recreacion necesaria para realizar una evaluacion adecuada. En base a la identificacién de la exposicion, se proce-
WHO Microcistina VGP: 24 pg/L la Fig. 5 se ejemplifica la interaccion de algunos fac- derd a informar a las autoridades pertinentes.
Cilindrospermopsina VGP: 6 pg/L
Anatoxina VGP: 60 pg/L
Saxitoxina VGP: 30 pg/L (15 pg/L para nifios) indicadordel notencal
Cianobacteria NA1:20.000 cel/mlé 10 pg/L Chl-a de un cuerpo de agua
NA2: 100.000 cel/mlé 50 pg/L Chl-a, | Informar a las autoridades. para desarrollar
8 mm?®/L Monitorear, restringir bafio floraciones
Grumos o cumulos Presencia Informar a las autoridades. ]
<10 1025 | 2550 >50-100 =100
Prevenir contacto, prohibir TP ["'Eﬂ‘]
natacion Tpempﬂ de residencia Corrienta visible <1 mes =1 mes
Tabla 2: Valores guia para distintos usos del agua propuestos por la OMS para cianobacterias y cianotoxinas con exposicion Transparencia (m) o i ot i
crénica. |
<10 1015 | 15230 H-225 25
Temperatura (°C) . 3

Figura 5: Indicadores ambientales del potencial de un cuerpo de agua para formar floraciones. Adaptado de http://www.who.
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Figura 4: Gréfico de flujo del manejo de cianobacterias en el agua adaptado de la OMS.
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Evaluacion de la concentracion

de cianotoxinas

Carolina Gonzalez e Inés O’Farrell

Las cianotoxinas son potentes metabolitos de
origen cianobacteriano. Estas moléculas pre-
sentan una amplia diversidad estructural y son
detectables mediante analisis quimicos, mo-
leculares, inmunoensayos y bioensayos. Estos
metabolitos estdn implicados en las floraciones
de cianobacterias y tienen potencial para pro-
vocar intoxicaciones masivas y causar diversos
impactos sobre la salud y el medioambiente. La
exposicidn puede ocurrir por via oral, mediante
la ingesta de agua, peces o moluscos, por via
dérmica a través de la piel y mucosas, por inha-

lacion de aerosoles presentes en una floracion,
o por hemodialisis.

En la Tabla 1 se presentan las caracteristicas ge-
nerales de los principales tipos de cianotoxinas,
sus efectos y las cianobacterias productoras: mi-
crocistinas, saxitoxinas, cilindrospermopsinas y
anatoxinas. Entre la amplia variedad de cianoto-
xinas descriptas estan, ademas, las nodularinas,
lyngbyotoxinas, BMAA y lipopolisacaridos, cuyas
caracteristicas no seran abordadas aqui por haber
hasta la fecha menos registros en nuestro pais.

Tipo de toxina y consecuencia

Principales géneros productores de toxinas

Microcistinas o @ Microcystis, Oscillatoria
. b Ty Dolichospermum Anabaenopsis
« Hepatotoxinas : Py o TR idi
Heptapéptidos A Anabaena Phormidium
° Dafio hepético; R i 8 I Nostoc Synechococcus
. ) 1 X .
gastroenteritis wet © Lo Planktothrix
MR
Saxitoxinas HaN__0 Aphanizomenon Lyngbya
Neurotoxinas o | H Dolichospermum Cylindrospermopsis
[ HM ¥ y =
« Alcaloides ol N, Anabaena
« Pardlisis muscular s
Cilindrospermopsinas o Cylindrospermopsis Oscillatoria
. =B Dolichospermum Raphidiopsis
Hepatotoxinas s w ;
: Alcgloi des triciclicos G-\\:’.-“x;.f‘-._‘f_.-’lh. _;\j_,o Anabaena Aphanizomenon
« Necrosis de 6rganos S G i
H e o
Anatoxina-a H Dolichospermum Phormidium
N @ Anabaena Oscillatoria
o Neurotoxinas TS f Aphani
. ¥ - nizomenon
« Alcaloides biciclicos L\\/. phanizomeno
« Bloqueo neurolégico :

Tabla 1: Caracteristicas principales de las cianotoxinas, sus efectos sobre la salud y los organismos que las producen.
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Extraccion de muestras y conservacion
para el analisis cuantitativo de toxinas

La extraccion de muestras debe realizarse de
modo que sea representativa de las caracteris-
ticas del cuerpo de agua y a la profundidad defi-
nida en funcién de los objetivos del estudio (ver
apartados de fitoplancton y de cianobacterias). Se
deben emplear envases de boca ancha o botella
tipo Van Dorn y alcanzar un volumende 0,5a 1L
de muestra, dependiendo de la densidad de orga-
nismos presentes. Colectar mayor volumen cuan-
to mas transparente sea el cuerpo de agua. Para
agua de red es importante extraer un volumen de 2
L ya que generalmente la concentracion de toxinas
en esta matriz es muy baja. Para la recoleccion de
muestras superficiales, sumergir directamente el
recipiente con la mano o sostenido con una vara
larga rigida en forma horizontal, o de forma ver-
tical cuando se realiza un muestreo integrado de
distintas profundidades. Para asegurar la esta-
bilidad de las toxinas presentes en las muestras
debe transferirse inmediatamente un volumen
minimo de 500 mL a recipientes plasticos opacos
con tapa y mantenerse en oscuridad refrigeradas
a 4 °C hasta su llegada al laboratorio dentro de las
8 horas. Colocar inmediatamente en freezer (-20
°C), en la oscuridad y de forma inclinada, teniendo
especial cuidado de no llenarlas completamente
con la muestra para que el liquido al expandirse
no haga estallar el recipiente que lo contiene y se
pierda o contamine la muestra; se debe evitar la
fotodegradacién y la adsorcién de las toxinas al
envase. El andlisis debera realizarse lo antes po-
sible o conservarse en estas condiciones duran-
te un plazo maximo de 4 semanas posteriores al
muestreo.
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NOTA: los volimenes a extraer pueden variar en
funcion de la densidad de cianobacterias y el cro-
matégrafo que se utilice; los volumenes que aqui
figuran son orientativos.

Metodologias disponibles para
el andlisis de cianotoxinas

Dado que las cianotoxinas pueden estar presentes
en la muestra en forma soluble (libres o extracelu-
lares) o dentro de las células cianobacterianas (in-
tracelulares), los procedimientos analiticos deben
ser capaces de determinar ambas fracciones o el
total de las cianotoxinas presentes. La proporcion
relativa de ambas fracciones depende de numero-
sos factores tales como la especie productora, la
etapa de crecimiento de la poblacion, o el tipo de
toxina. La mayor parte de los métodos disponibles
detectan solo la toxina en su forma soluble, por
€s0 es necesario realizar un tratamiento de ruptu-
ra celular que permita luego determinar la fraccién
intracelular de toxinas. La ruptura se logra por con-
gelado y descongelado, liofilizacion o sonicacién.
Luego, se realiza la extraccion de cianotoxinas
presentes en la muestra segun el tipo de molécula
para proceder, finalmente, a la etapa analitica.

Existe una amplia gama de técnicas disponibles
para la deteccién y cuantificacion de cianotoxinas;
éstas se aplican segun los objetivos del estudio,
la matriz en la cual se encuentren las cianobacte-
rias y tipo de toxina, los costos, y el equipamiento
disponibles. En la Tabla 2 se presentan las carac-
teristicas salientes de los inmunoensayos y la cro-
matografia, dos técnicas ampliamente utilizadas
para la deteccién y cuantificacién de cianotoxinas.

Método Ventajas

Desventajas

Enzimoinmunoensayo -Alta especificidad

« Screening -Alta sensibilidad variedades de igual toxina
-Bajo costo -Subestimaciones por efecto
-Tratamiento de muestra escaso o nulo matriz

-Facil uso in situ y en laboratorio
-Posibilidad de procesar gran cantidad de

-Inespecifico para diferentes

-Vulnerable a falsos positivos
-Disponibilidad de kits variable
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Enzimoinmunoensayos y cromatografia
en la deteccion de cianotoxinas

Los inmunoensayos son técnicas que se basan en
el principio que los anticuerpos reconocen de ma-
nera especifica una estructura quimica determina-
da. La técnica ELISA (EnzimeLinkedInmunoassay)
es capaz de detectar un antigeno en un soporte
sélido, mediante anticuerpos que reaccionan dan-
do un producto coloreado que se puede medir
espectrofotométricamente. Son aplicables al ana-
lisis de gran cantidad de muestras en laboratorios
que cuenten con equipamiento basico y son utiles
para realizar ensayos preliminares o de screening.
Los resultados deben ser confirmados por méto-
dos cromatograficos, ya que el método es vulnera-
ble a los falsos positivos. Existen distintos tipos y
formatos de test ELISA aptos para analisis de cia-
notoxinas. Esta variedad también se ve reflejada
en la simplicidad, el costo y la sensibilidad de la
técnica que varia, a su vez, para cada toxina que se
desee analizar. Representan una buena alternativa
de uso para la microcistina como ensayos rapidos,
dado que permiten estimar la concentracion de
microcistinas por debajo del limite recomendado
por la WHO (Tug.L™).

La cromatografia es un método basado en princi-
pios fisico-quimicos para separar componentes de
una muestra en una fase estacionaria y otra movil.
En el caso del andlisis de cianotoxinas, la meto-
dologia mds empleada es la cromatografia liquida
(LC), pero también puede emplearse cromatogra-
fia gaseosa (GC). En ambos casos, la sensibilidad
de la técnica es alta y es muy versatil dependiendo
del equipo con que se cuente. Tanto la cromato-
grafia liquida como la gaseosa admiten distintos
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tipos de detectores segun las caracteristicas de la
toxina que se desee determinar. Los espectrome-
tros de masas (MS) acoplados a cromatografos
permiten determinar cudles son las sustancias
que componen una muestra midiendo la relacion
masa/carga de iones (m/z) de cualquier compues-
to ionizable. El espectro de masas resultante es
un grafico de la abundancia relativa de los iones
medidos en funcién de su relacién m/z. De esta
manera, es posible cuantificar la concentracién del
analito disuelto integrando el area del pico obteni-
do en la corrida. Cada pico correctamente resuelto
en un cromatograma indica la presencia de una
sustancia y su area esta directamente relacionada
con la concentracién de dicha sustancia. A su vez,
el tiempo de retencién (tr) es caracteristico y, por
lo tanto, si es coincidente con el tiempo de reten-
cion del patrén de referencia inyectado en el equi-
po en iguales condiciones, se infiere que se trata
de la misma sustancia. Estos equipos son muy re-
comendables para lograr alta especificidad y sen-
sibilidad en el analisis, en algunos casos del orden
de 10°%ug.L™". En la Fig. 1 se presentan, a modo de
ejemplo, dos salidas de cromatégrafos con detec-
tor Ultravioleta (UV) y de Masas (MS).

Seleccion de metodologias cromatograficas
para el andlisis de cianotoxinas

En este apartado se hace referencia a los trata-
mientos mas comunmente empleados para de-
tectar y cuantificar cianotoxinas totales, con el ob-
jetivo de comparar los resultados con los niveles
guia sugeridos por la OMS. La estimacion de las
toxinas totales presentes en una muestra se ex-
presa en unidades de concentracion de masa de
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Tabla 2: Principales caracteristicas de los inmunoensayos y la cromatografia. Esta comparacién estd orientada a facilitar
una aproximacion acerca de cual técnica resulta mas adecuada para distintos estudios de las cianotoxinas. Existen ademas
otras técnicas disponibles, tales como inhibicién de proteinas fosfatasas (PP1) y bioensayos con ratén, que no se aborda-
ran en este capitulo.

Figura 1: Cromatogramas obtenidos con cromatografia liquida de alta resolucion. a) salida obtenida con un detector Ultravio-
leta (UV) en la cual se observan los picos correctamente resueltos correspondientes a los congéneres de microcistina-LR, YR
Yy RR, segun el tiempo de retencién de cada uno. b) salida obtenida con detector de Masas (MS) Gnicamente para microcisti-
na-LR, segun su tiempo de retencién y la deteccion de los iones caracteristicos m/z.
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toxina en funcién del volumen. La concentracién
de toxina total se calcula como la suma de las to-
xinas disueltas mas las toxinas intracelulares, que
se incorporan a la fase liquida mediante diferentes
tratamientos que dependen de la molécula.

A continuacion, se indica el tratamiento general
empleado para obtener toxinas totales presentes
en la muestra, que luego se cuantificaran utilizan-
do las metodologias correspondientes.

Seleccion de metodologias cromatograficas
para el andlisis de cianotoxinas

En este apartado se hace referencia a los trata-
mientos mas comunmente empleados para de-
tectar y cuantificar cianotoxinas totales, con el
objetivo de comparar los resultados con los ni-
veles guia sugeridos por la OMS. La estimacion
de las toxinas totales presentes en una muestra
se expresa en unidades de concentracién, como
masa de toxina en funcién del volumen. La con-
centracion de toxina total se calcula como la
suma de las toxinas disueltas mas las toxinas
intracelulares, que se incorporan a la fase liquida
mediante diferentes tratamientos que dependen
de la molécula.

A continuacion, se indica el tratamiento general
empleado para obtener toxinas totales presentes
en la muestra, que luego se cuantificaran utilizan-
do las metodologias correspondientes.

Pretratamiento general para cianotoxinas
Materiales, reactivos y soluciones

e Freezer y/o equipo sonicador
e Centrifuga

e Filtros tipo Whatman de 10pm de poro, 10 cm
de didmetro

e Cartuchos de material empaquetado (tipo
Sep-Pak)

Procedimiento:

a. Lisis celular: someter a la muestra a 3 ciclos de
congelado-descongelado, o bien someterla a ci-
clos de 10 minutos de sonicado. Se pueden com-
binar ambas técnicas.

b.Separacion de los restos celulares: centrifugar la
muestra a 3500 rpm durante 15 minutos.

c. Filtrar el sobrenadante obtenido.
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d. Para evitar interferencias en la cromatografia:
hacer pasar las muestras a través de cartuchos
tipo Sep-Pak, especialmente si presentan una co-
loracidn intensa.

e. El filtrado recolectado sera analizado para deter-
minar toxinas totales. Se inyectara directamente o
luego de realizar tratamientos posteriores, segun
se indica a continuacién.

Nota: Si solo se desea determinar el contenido de
cianotoxinas intracelulares, no se aplicaran ciclos
de congelado-descongelado, sino que se deberan
utilizar soluciones de extraccion sobre las células
retenidas en un filtro sin provocar su ruptura y libe-
racion de la toxina.

Sin embargo, muy frecuentemente para analizar
toxinas totales es conveniente realizar ambos pro-
cedimientos, tanto las extracciones por congela-
miento-descongelamiento como el empleo de so-
luciones de extraccion, para aumentar la eficiacia
del método.

Metodologias especificas para
Microcistinas, Saxitoxinas,
Cilindrospermopsinas y Anatoxinas para
la cuantificacion de toxinas totales

Microcistinas - Protocolos para la deteccion y
cuantificacion de Microcistinas totales

1) HPLC-UV (adaptado de Standard
1ISO 20179:2005)

Para la determinacidn de microcistinas totales se
deberd recolectar el volumen filtrado en el pretrata-
miento general (A) e inyectarlo en el cromatégrafo.

Se presenta a continuacién la extraccion con sol-
ventes, que podra adicionarse a A.

¢ Extraccidn con solventes
Materiales, reactivos y soluciones

e Vaso de precipitado de 200mL

Equipo sonicador

Centrifuga

e Balén con cuello esmerilado

Rotavapor o bafio termostatizado

Solucion de extraccién: Butanol: Metanol:
Agua (5:20:75, V:V.V)
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e Guantes y mascarilla protectora o siste-
ma de extraccion de gases

Procedimiento:

*Colocar los filtros con el contenido celular
provenientes de la filtraciéon anterior en un
vaso de precipitado.

*Agregar 5-10 mL de la solucion de extrac-
cién por cada filtro

*Agitar durante 1 hora o sonicar durante 10
minutos

*Retirar los filtros

*Centrifugar el extracto a 3500 rpm durante
15 minutos.

*Separar el sobrenadante

*Realizar una segunda extraccion sobre el
precipitado obtenido en la centrifugacion,
repitiendo el procedimiento anterior.

*Trasvasar el sobrenadante resultante de
ambas extracciones a un balén con cuello
esmerilado

*Descartar el precipitado.

*Evaporar la fraccién alcohdlica en ro-
tavapor o bafio termostatizado. La tem-
peratura del bafio calefactor no debera
superar los 40°C. El Metanol y el Butanol
deben evaporarse completamente, te-
niendo precaucion de no llevar a seque-
dad. Tener precaucién con la emanacion
de gases toxicos provenientes del meta-
nol o el butanol.

*El extracto aqui obtenido y el filtrado en el pretra-
tamiento general A, se inyectaran en el equipo de
manera conjunta para el andlisis y deteccion de
toxinas totales.

¢ Deteccion
Materiales, equipos y soluciones
e Equipo HPLC con bombas binarias, in-
yector, detector UV con arreglo de dio-
dos (DAD).
e Estandar cromatografico de referencia

Microcistina para realizar curva de cali-
bracion.
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e Computadora con software compatible
con el equipo cromatografico

e Columna: Columna C18 de 150 X 4,6 mm
de 5 ym de poro.

e Fase movil: componente A: Agua deioni-
zada 0,05% de TFA; componente B: Ace-
tonitrilo 0,05% de TFA.

e Equilibrio de la columna: solucién 65% A
+35%B.

e Velocidad de Flujo: TmL min™.
e Condiciones de trabajo: isocraticas

e Longitud de onda de deteccién
UV: 238 nm

¢ ldentificacién y Cuantificacién

Para la identificacién de las toxinas presentes en
la muestra, se deberd comparar el tiempo de re-
tencion del estandar analitico de referencia con el
tiempo de retencion de la sustancia presente en
dicha muestra, en las mismas condiciones de ana-
lisis. Si los tiempos coinciden, se podra inferir con
alta probabilidad que se trata de la cianotoxina
en cuestion, ya que el analisis confirmatorio es el
realizado con espectrometria de masas (MS). La
concentracién que arroje el software sera en fun-
cion de la integracién correspondiente al area bajo
el pico. Se recomienda tener especial cuidado en
contemplar las diluciones realizadas para corregir
los célculos en funcién de estas. Los resultados
se expresan en unidades de concentracién, en ge-
neral en pg.L™".

2) UHPLC/MS (adaptado de Zhang et
al. 2016)

Para realizar la detecciéon y cuantificaciéon de mi-
crocistinas totales, se utilizara el extracto obteni-
do en el pretratamiento general (A), que se inyec-
tara directamente en el cromatégrafo

¢ Deteccion
Materiales, equipos y soluciones
e Equipo UHPLC acoplado a MS, con io-
nizador por electrospray modo positivo
HESI (+).
e Estandar cromatografico de referencia

Microcistina para realizar curva de ca-
libracién

Evaluacion de la concentracion de cianotoxinas
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e Computadora con software compatible
con el equipo cromatografico

e Columna C18 150 x 2,Tmm x 3um;

e Fase movil:componente A: agua-acido
formico al 0,1%; componente B: acetoni-
trilo-acido férmico al 0,1%;

e Temperatura de la columna: 40°C;

e Volumen de inyeccion de muestra: 50 pL;
e Flujo: 0,75 mL.min™.

# ldenticacién y cuantificacion

La deteccidn e identificacion de los compuestos de
interés se realiza en base a los tiempos de reten-
Ccion, a las transiciones de los iones precursor-pro-
ductos, y a las proporciones en las que se detec-
tan estos iones. Estos son caracteristicos de cada
sustancia, y por lo tanto debe coincidir con lo de-
tectado al analizar el estandar de referencia, para
poder afirmar que se trata de la misma sustancia.
La cuantificacién del compuesto se realiza en base
a las areas de los iones cuantificadores. Considerar
las diluciones realizadas para corregir los calculos
en funcién de éstas. Los resultados se expresan en
unidades de concentracion, en general pg.L™".

Saxitoxinas - Protocolos para la determinacion y
cuantificacion de saxitoxinas totales

1) * HPLC/Fluorescencia con deriva-
tizacion (adaptado de Oshima,1995;
Giannuzzi et al 2009)

Para la determinacion de saxitoxinas totales se
deberd recolectar el volumen filtrado en el pretra-
tamiento general (A) e inyectarlo al cromatégrafo.

Se presenta a continuacién la extraccion con sol-
ventes, que podra adicionarse a A.

Extraccion con solventes

*En cada filtro conteniendo 0,5 a 1g de cé-
lulas, realizar una extraccion empleando 1
mL de HCI 0,01 N frio y 2mL de una solu-
cién cloroformo/metanol (1:1, v:v) agitando
en vortex por un lapso de 30 segundos y
luego realizar dos ciclos de sonicacién por
30 segundos cada uno e intervalos de 30
segundos entre ciclos.

*Centrifugar a 2000 rpm durante 5 minutos.
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*Reservar en hielo la fase acuosa conte-
niendo las toxinas.

*Repetir el procedimiento anterior, reali-
zando una segunda extraccion sobre la
fase organica: utilizar 0,5mI de HCI 0,01 N.

*Unificar las fases acuosas y evaporar el
cloroformo/metanol en bafio de Maria a
una temperatura de 50°C bajo corriente de
nitrégeno.

*Llevar a volumen de 2 mL con agua desio-
nizada.

*Pasar el extracto a través de un filtro de
nylon de 0,45 pm,

*El extracto aqui obtenido y el filtrado en el
pretratamiento general, se inyectaran en el
equipo de manera conjunta para el analisis
y deteccion de toxinas totales.

¢ Deteccion
Materiales, equipos y soluciones

e Equipo HPLC con bomba de pistén de
alta presion. Inyector. Bomba de dos ca-
bezales

e Estandar cromatografico de referencia
Saxitoxina para realizar curva de calibra-
cion

e Computadora con software compatible
con el equipo cromatografico

e Condiciones de trabajo: isocraticas

e Columna: Silica C8 (150 x 4,6 mm, 5 um.)
Fase reversa

e Fase Moévil: 2 mM 1-heptasulfonato de
sodio en 30 mM de fosfato de amonio,
pH=7,1 en 5% de acetonitrilo. Flujo: 0,7
mL.min".

e Para derivatizacion:

= Agente Oxidante: Acido peryédico
7mM en buffer fosfato de potasio
50mM, pH 9.Flujo: 0,4 mL.min-1.

=« Camara de reaccion post-columna:
coil de 10 m (0,5 mm i.d.). Bafio ter-
mostatizado (65°C).
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= Agente acidificante: Acido acético
500 mM. Flujo: 0,3 mL.min-1

o Detector: Fluorescencia, A Ex: 330 nm. ,
A Em: 390 nm.

¢ Identificacién y Cuantificacion

Para la identificacién de las toxinas presentes
en la muestra, se debera comparar el tiempo de
retencién del estandar analitico de referencia
con el tiempo de retencion de la sustancia pre-
sente en dicha muestra, en las mismas condi-
ciones de analisis. Si los tiempos coinciden, se
podra inferir con alta probabilidad que se trata
de la cianotoxina en cuestion, ya que el andlisis
confirmatorio se realiza con espectrometria de
masas (MS). La concentracién que arroje el sof-
tware serd en funcion de la integracién corres-
pondiente al area bajo el pico. Se recomienda
tener especial cuidado en contemplar las dilu-
ciones realizadas para corregir los calculos en
funcién de estas. Los resultados se expresan en
unidades de concentracion, generalmente pg.L™.

2) UHPLC-MS (adaptado de Choi, 2016;
adaptado de Harada et al 1988)

Para realizar la deteccion y cuantificacion de saxi-
toxinas totales, se utilizara el extracto obtenido en
el pretratamiento general (A), que se inyectara di-
rectamente en el cromatégrafo

¢ Deteccion

Materiales, equipos y soluciones

e UHPLC acoplado a TSQ Quantis. Modo
de ionizacién HESI (+)

e Estandar cromatografico de referencia
Saxitoxina para realizar curva de calibra-
cion

e Computadora con software compatible
con el equipo cromatografico.

o Columna C18 de 50 x 2,Tmm x 3um.

e Fase movil: componente A: 50% acido
férmico-agua; y componente B: 50% ace-
tonitrilo-metanol 1/1;

e Volumen de inyeccion de muestra: 50 pL;

e Tasa de flujo: 0,5 mL. min™.
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+ ldentificacion y Cuantificacion

La deteccién e identificacién de los compuestos de
interés se realiza en base a los tiempos de reten-
cion, a las transiciones de los iones precursor-pro-
ductos, y a las proporciones en las que se detectan
estos iones. Todo esto es caracteristico de cada
sustancia, y por lo tanto debe coincidir con lo de-
tectado al analizar el estandar de referencia, para
poder afirmar que se trata de la misma sustancia.
La cuantificacion del compuesto se realiza en base
a las areas de los iones cuantificadores. Considerar
las diluciones realizadas para corregir los calculos
en funcién de éstas. Los resultados se expresan en
unidades de concentracion, en general pg.L™".

Cilindrospermopsinas - Protocolos para la deter-
minacion y cuantificacion de cilindrospermopsi-
nas totales

1) HPLC UV (adaptado de Harada et al.
1994, Giannuzzi et al 2009 Cap. 7)

Para la determinacion de cilindrospermopsinas to-
tales se debera recolectar el volumen filtrado en el
apartado general (A) y luego aplicar el tratamiento
que se indica a continuacion

¢ Extraccion

*Colocar acido acético al 5% sobre los fil-
tros conteniendo las células.

*Agitar durante 1 hora.

*Centrifugar a aproximadamene 6000 rpm
durante 10 minutos.

*Concentrar elextracto utilizando cartu-
chos SPE.

*El extracto aqui obtenido y el filtrado en el
pretratamiento general, se inyectaran en el
equipo de manera conjunta para el analisis
y detecciodn de toxinas totales.

& Deteccion

Materiales, equipos y soluciones

e Equipo de HPLC con deteccién UV con
arreglo de diodos (DAD).

e Estandar cromatografico de referencia

de Cilindrospermopsina para realizar
curva de calibracién

Evaluacion de la concentracion de cianotoxinas
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e Computadora con software compatible
con el equipo cromatografico

e Columna: compatible con Allsphere
ODS-2 ym, 250 x 4.6mm d.i (Altech)

e Fase movil: 0-10 minutos: gradiente de 0
a 5% de metanol, 10-20 minutos régimen
isocratico con metanol al 5%.

e Deteccién UV: 262 nm.
+ ldentificacion y Cuantificacion

Para la identificacion de las toxinas presentes en
la muestra, se debera comparar el tiempo de re-
tencion del estandar analitico de referencia con el
tiempo de retencién de la sustancia presente en
dicha muestra, en las mismas condiciones de ana-
lisis. Si los tiempos coinciden, se podra inferir con
alta probabilidad que se trata de la cianotoxina en
cuestion, ya que el andlisis confirmatorio se reali-
za con espectrometria de masas (MS). La concen-
tracion que arroje el software serd en funcién de la
integracion correspondiente al area bajo el pico. Se
recomienda tener especial cuidado en contemplar
las diluciones realizadas para corregir los calculos
en funcién de estas. Los resultados se expresan en
unidades de concentracion, en general en pg.L™.

2) HPLC-MS/MS con SPE (adaptado de
Triantis et al 2017, en Meriluotto et al
2017)

Para realizar la deteccion y cuantificacion de cilin-
drospermopsinas totales, se realizara una extrac-
cion en fase sélida y luego se analizard el extracto
en cromatografo

& Extraccion

*Filtrar las muestras a través de filtros de
fibra de vidrio (47mm diametro)

*Agregar 0,59 NaCl y 5mL de HCOOH a
500mL de la muestra filtrada.

*Acondicionar SPE (Cartuchos: GC 250mg,
3 0 6mL) pasando 10mL de Etanol segui-
dos de 10mL de agua ultrapura a un flujo
aproximado de 5mL.min"’

*Prender el vacio y pasar la muestra a tra-
vés de los cartuchos SPE a una tasa de flu-
jo de T0OmL.min"

*Lavar el cartucho con 10mL de agua y de-
jar secar bajo vacio durante 5 minutos
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*Eluir el cartucho seco usando 10mL de una
soluciéon Metanol:Diclorometano 20:80%
(v/v) conteniendo 5% HCOOH a una tasa de
flujo de 5mL.min" y recolectar el eluato en
tubo de ensayo

*Evaporar el eluato a sequedad bajo co-
rriente de nitrégeno a 50°C en una unidad
de evaporacion

*Reconstituir el eluato con 500uL de agua 'y
sonicar en bafio durante 10 minutos.

*Centrifugar 10 minutos a 10000G.

*Filtrar y transferir a los viales para ser ana-
lizados en LC-MS/MS inmediatamente. *En
caso de no ser posible su inmediato anali-
sis, conservar a -20°C.

& Deteccion

Materiales, equipos y soluciones

e HPLC con triple cuadrupolo, bomba de
gradiente, detector espectrométrico de
masas con sistema de ionizacién elec-
trospray ESI Tandem

e Estandar cromatografico de referencia
de Cilindrospermopsina para realizar
curva de calibracion

e Computadora con software compatible
con el equipo cromatografico

e Columna C18 de 100 x 2,1mm x 3um.
Temp columna: 35°C

e Fase movil: componente A: agua-0.50%
HCOOH; componente B: acetonitri-
10-0.5%HCOOH; Elucién isocratica A:B
(95:5% v/v)

e Volumen de inyeccidn de muestra: 20 pL;
e Tasa de flujo: 0,2mL.min-1.
+ ldentificacion y cuantificacion

La deteccion e identificacién de los compuestos
de interés se realiza en base a los tiempos de
retencion, a las transiciones de los iones precur-
sor-productos, y a las proporciones en las que se
detectan estos iones. Todo esto es caracteristico
de cada sustancia, y por lo tanto debe coincidir con
lo detectado al analizar el estandar de referencia,
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para poder afirmar que se trata de la misma sus-
tancia. La cuantificacion del compuesto se realiza
en base a las dreas de los iones cuantificadores.
Considerar las diluciones realizadas para corregir
los calculos en funcién de éstas. Los resultados
se expresan en unidades de concentracion, en ge-
neral pug.L™.

Anatoxina-a

1) HPLC-MS/MS con SPE (adaptado de
Triantis et al 2017, en Meriluotto et al 2017)

Para la deteccién y cuantificaciéon de Anatoxina-a
totales, se realizard una extraccion en fase sélida
y luego se analizara el extracto en cromatografo

Extraccion

e Filtrar las muestras a través de filtros de
fibra de vidrio (47mm diam.)

e Agregar 200mL de solucion de Fenilala-
nina (Phed5 en agua, 0,6mg.L") a 200mL
de muestra.

e Ajustar pH a 10,5 usando 2mol.L" de so-
lucion de NaOH

e Acondicionar SPE (Cartuchos: GC
250mg, 3 0 6mL) pasando 6mL de meta-
nol seguidos de 6mL de agua ultrapura a
un flujo aproximado de 5mL.min”

e Prender el vacio y pasar la muestra a tra-
vés de los cartuchos SPE a una tasa de
flujo de 10mL.min”"

e Luego de que la muestra haya pasado
por el cartucho, dejar secar al aire bajo
vacio durante 15 minutos

o Eluir el cartucho seco usando 3mL de
metanol con 0,1% HCOOH a una tasa de
flujo de 5mL.min" y recolectar el eluato
en tubo de ensayo

e Evaporar el eluato a sequedad bajo co-
rriente de nitrégeno a 40°C en una uni-
dad de evaporacion

e Reconstituir el eluato con 200puL de agua.

e Centrifugar 10 minutos a aproximada-
mente 8000 rpm.

e Filtrar y transferir a los viales para ser
analizados en LC-MS/MS inmediatamen-
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te. En caso de no ser posible su inmedia-
to analisis, conservar a -20°C.

¢ Deteccion

Materiales, equipos y soluciones

e HPLC con triple cuadrupolo, bomba de
gradiente, detector espectrométrico de
masa con sistema de ionizacién elec-
trospray ESI(+) Tandem

e Estandar cromatografico de referencia
Anatoxina-a para realizar curva de cali-
bracion

e Estandar interno de Fenilalanina

e Computadora con software compatible
con el equipo cromatografico

e Columna C18 de 50 x 2,Tmm x 3um.
Temp columna: 35°C

e Fasemodvil: componente A: metanol-0,1%
HCOOH; y componente B: agua-0,1%H-
COOH; Elucion isocratica (7,93% v/v)

e Volumen de inyeccion de muestra: 10 pL;
e Tasa de flujo: 0,2mL.min".
+ ldentificacion y cuantificacion

La deteccion e identificacién de los compuestos
de interés se realiza en base a los tiempos de
retencion, a las transiciones de los iones precur-
sor-productos, y a las proporciones en las que se
detectan estos iones. Todo esto es caracteristico
de cada sustancia, y por lo tanto debe coincidir con
lo detectado al analizar el estandar de referencia,
para poder afirmar que se trata de la misma sus-
tancia. La cuantificacion del compuesto se realiza
en base a las areas de los iones cuantificadores.
Considerar las diluciones realizadas para corregir
los célculos en funcién de éstas. Los resultados
se expresan en unidades de concentracién, en ge-
neral pg.L™.

Evaluacion de la concentracion de cianotoxinas
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Limpieza de fristulos de diatomeas

Nora Gémez y Magdalena Licursi

Lista de elementos necesarios para el trabajo:
e Vasos de precipitado, de cristal

e Rotuladores indelebles

e Pipetas Pasteur

e Gradilla metalica para colocar los tubos

e Mechero

e Agua oxigenada (H,0,) al 30%.

e Agua destilada

e Portaobjetos

e Cubreobjetos

e Resina Naphrax® (i.r. = 1.74)

e Microscopio éptico

e Aceite de inmersion

e Claves basicas de identificacion de diatomeas
e Lapiz, hojas, planillas de registro

e Microscopio éptico

Conservacion y almacenaje de las muestras:

Las muestras se pueden conservar en frio (4 °C)
y a oscuras si el procesamiento se realizara a las

1

pocas horas de su extraccion. En caso contrario,
es necesario afiadir un conservante para detener la
divisién celular y la descomposicién de la materia
organica. Se recomienda el uso de una solucién
tamponada de formaldehido (CH,0) al 4% v/v'. Con
este fijador, las muestras se conservan por tiempos
prolongados. Una alternativa es utilizar alcohol eti-
lico 70% (C,H,OH); en este caso, es necesario un
control mas frecuente de las muestras para evaluar
el estado de conservacion. Otra posibilidad es con-
servar las muestras ultracongeladas.

Todas las muestras y preparaciones deben estar
correctamente rotuladas, con un cddigo de su
procedencia (localizacion), fecha de recoleccién,
fijador utilizado y persona o entidad a cargo de la
recoleccion e identificacion. El cddigo de la mues-
tra servira para la confeccién de la base de datos.

Todas las muestras fijadas se conservaran prote-
gidas de laluzy enlugar fresco y deben ser contro-
ladas periodicamente para afadir conservante en
caso de ser necesario.

Preparacion y recuento de
muestras de diatomeas

A continuacion, se detallara la metodologia para
el procesamiento de las muestras que permita el
andlisis de la taxocenosis de diatomeas mediante
su observacioén al microscopio y recuento de frus-
tulos, requisito necesario para el cdlculo de los in-
dices de calidad de agua (Fig. 1).

Como fue mencionado, en un rio puede haber dis-
tintos ensambles o comunidades de algas. Las

Solucién tamponada de formaldehido (CH,0) al 4% v/v: diluir una solucién stock de formaldehido al 4% en una solucién tamponada de pH 7 (esto

evita la disolucion de los frastulos de las diatomeas) (ej. de tampones: borato o hexametileno-tetramina). Se recomienda una solucién final entre e 1% y
el 4% (v/v) en funcion de la cantidad de materia organica presente en la muestra.

Limpieza de fristulos de diatomeas
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El pro-creasarnionts incluys:
Etiminacion da b materia arginics ¥ del carbonato

marmen an el microscopio dptico.

Figura 1: Procesamiento de muestras para la realizacién de preparados fijos.

especies presentes en cada una de ellas no son
siempre las mismas, por lo que en los casos de
monitoreo es recomendable realizar un segui-
miento de los cambios que se producen en una
de esas comunidades cuyas muestras puedan ser
obtenidas en cualquier época del afio.

En el caso de las muestras de epipelon, episam-
mon y epifiton destinadas al andlisis de diatomeas
es necesario que las microalgas se desprendan
del sustrato (sedimentos/superficie de la planta)
y queden en suspension en el agua. Esto se puede
conseguir mediante sonicacién de la muestra en
un bafo de ultrasonico o, en caso de no contar con
este equipamiento, mediante una agitacion enér-
gica de las muestras. En el caso del epifiton tam-
bién se puede recurrir al cepillado de la superficie
del fragmento de planta agitando posteriormente
el cepillo o pincel en el agua de la muestra para
transferir el material extraido.

Para poder realizar la identificacion de las especies
de diatomeas es necesario efectuar un procesa-
miento de la muestra con el fin de eliminar toda la
materia organica presente y asi poder observar los
detalles de la estructura de los frastulos (esqueleto
de silice) necesarios para su identificacién a partir
de claves e iconografias regionales. Existen varios
métodos para oxidar la materia organica, pero en
este protocolo se presenta el de peréxido de hidré-
geno (H,0,) por ser efectivo y el mas adecuado en

2

proseguir con el proceso.
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relacién a las condiciones de seguridad de manipu-
lacion requeridas. En aguas ricas en carbonato de
calcio o con alto contenido de hierro, se recomien-
da un tratamiento adicional con HCI diluido.

Materiales y equipamiento necesarios:
e Campana extractora.

e Material de proteccion personal: guantes,
guardapolvo, antiparras.

e Estufa, bafio de arena o de agua.
e Centrifuga (opcional)2.

e Solucion de peréxido de hidrégeno (H,0,) al
30% (100 volimenes).

e Acido clorhidrico diluido (1 M) (HCI).

e Piceta con agua destilada.

e Tubos de centrifuga graduados de 15 mL.
e Gradilla metalica para tubos de centrifuga.
e Propipetay pipeta de vidrio de 10 mL.

e Cubreobjetos y portaobjetos.

Pipetas Pasteur o pipeta automatica y tips.

Nota: Si no se dispone de centrifuga se puede dejar sedimentar el material durante la noche y luego eliminar el sobrenadante cuidadosamente y
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Resina artificial de alto indice de refraccion
(>1.6) — Se recomienda Naphrax®.

Varilla de vidrio con punta redondeada.

Oxidacion de la materia organica

Homogenizar la muestra por agitacién y
transferir entre 5 mL y 10 mL de muestra a
un tubo de centrifuga (el volumen a tratar
dependera de la concentracién de diato-
meas en la muestra, generalmente 5 mL son
suficientes).

En muestras que tienen fijador, es necesario
realizar lavados sucesivos mediante centrifu-
gacion con agua destilada. Al menos 2 lava-
dos.

Concentrar la muestra por centrifugaciéon de
manera que el volumen final sea de 2 mL.

Agregar (utilizando pipeta y propipeta) perdxi-
do de hidrégeno en una relacion de 1 parte de
peroxido de hidrégeno en 2 partes de muestra.

Colocar en una gradilla metalica los tubos
conteniendo las muestras. IMPORTANTE: las
tapas de los tubos deben estar flojas para per-
mitir la salida de vapores y a la vez evitar de-
rrame y contaminacién de las muestras.

Oxidacion (3 posibilidades): en estufa a 60 °C
durante 10 hs / en bafio térmico de arena o de
agua (bafio Maria) a 90 ° C durante 3 hs.

Si las muestras provienen de un sitio con car-
bonatos cadlcicos afiadir unas cuantas gotas
de acido clorhidrico para eliminarlos.

Realizar lavados sucesivos mediante centri-
fugacién. Para ello, completar los tubos con
agua destilada y centrifugar® (15 minutos a
1500 rpm suele ser suficiente para la sedimen-
tacion de todas las diatomeas). Descartar el
sobrenadante y resuspender el pellet con agua
destilada repitiendo el procedimiento. Realizar
al menos 3 lavados.

Resuspender el pellet obtenido en 2-3 mL de
agua destilada de manera de obtener una sus-
pension lechosa ligeramente turbia y traspa-
sarlo a un vial rotulado. Utilizar para prepara-

3
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ciones permanentes, fijar con unas gotitas de
formol y almacenar.

Preparaciones permanentes

e Agitar el vial que contiene la muestra. Con una
pipeta Pasteur limpia (o pipeta automatica
con tips) extraer un pequefio volumen y depo-
sitarlo en un cubreobjetos cubriendo toda su
superficie procurando una distribucién homo-
génea del material.

e Dejar evaporar el liquido a temperatura am-
biente o en una placa calefactora a muy baja
temperatura.

e Con una varilla de vidrio colocar la resina sobre
el portaobjetos (rotulado) distribuyéndola por
el area aproximada equivalente al tamafio del
cubreobjetos. Con una pinza tomar cuidadosa-
mente el cubreobjetos por un extremo e inver-
tirlo sobre la parte cubierta por resina. Presio-
nar suavemente para favorecer su distribuciéon
en toda la superficie del cubreobjetos.

e Aplicar calor suave hasta que se produzca la
formacién de burbujas (evaporacién del sol-
vente - tolueno) y luego disminuya significati-
vamente (realizar bajo campana).

e Retirar el preparado de la placa caliente y pre-
sionar el cubreobjetos para formar una capa
delgada y uniforme de Naphrax® debajo de
todo el cubreobjeto.

e Dejar enfriar. Almacenar los preparados fijos

en una caja de preparados rotulada.

Identificacién y recuento
de diatomeas del biofilm

A partir de las preparaciones permanentes, se rea-
liza la identificacion, recuento y obtencion de la
frecuencia relativa de las especies de diatomeas
presentes. Estos resultados permiten calcular di-
versos indices para valorar la calidad del agua de
riosy arroyos.

La velocidad y tiempo necesarios para completar la sedimentacién de todas las diatomeas dependera de las caracteristicas particulares de la

centrifuga empleada. Es necesario realizar pruebas preliminares para asegurar que no quedan diatomeas en el sobrenadante con el tiempo y la velocidad
elegidos.

Limpieza de fristulos de diatomeas
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en algunos sectores, se debe rehacer el preparado.

( Lavado y concentracion h Contar entre 400-600 valvas con una magnificacion
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Figura 2: Resumen de los pasos necesarios para realizar preparaciones permanentes de diatomeas. Fuente: Magdalena
Licursi, Paurla Huber

Materiales y equipamiento necesarios: e Planilla de recuento.
e Microscopio 6ptico con objetivo de inmersion e Guias de identificacion e iconografias regiona-
de alta apertura numérica (> 1.3), con platina les*.

mecanica y preferentemente con contraste de
fases o interferencial (Nomarski). Se requiere

ocular micrométrico o sistema de captura de Procedimiento
imagen y software que permita realizar medi-
ciones en los especimenes. Es importante comprobar que las valvas de diato-
meas estén distribuidas de manera homogénea en
e Aceite de inmersion. el preparado. Si se observan agregaciones de valvas

4 Algunas recomendaciones: Hustedt (1930), Patrick & Reimer (1966, 1975), Krammer K. & H. Lange- Bertalot (1986, 1988, 1991a, 1991b), Lange-
Bertalot (1993), Krammer (1992, 2000), Lange-Bertalot & Moser (1994), Prygiel & Coste (2000), Zalocar de Domitrovic & Maidana (1997), Diaz & Maidana
(2004), Seeligman et al. (2018).

Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina Limpieza de fristulos de diatomeas
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Identificacion y recuento de algas del bentos

Luciana Cibils Martina y Julieta del Rosario Lucero

Para la identificacién de las especies algales,
utilizar microscopio y bibliografia acorde para
cada grupo taxondémico, en particular Patrick y
Reimer (1966, 1975), Komarek y Anagnostidis
(1998, 2005), Lange-Bertalot (2001), Metzeltin
et al. (2005), Metzeltin y Lange-Bertalot (2007) y
Komarek (2013). Los nombres asignados en el
proceso de identificacion deben ser actualizados,
teniendo en cuenta a Guiry y Guiry (2020).

Protocolo de identificacion

e Una vez realizados los preparados, tanto
permanentes como no permanentes, y se-
gun el objeto de estudio, se realiza la deter-
minaciéon taxondémica, que implica conoci-
mientos disciplinares previos (por lo cual se
recomienda consultar a los especialistas en
ficologia para minimizar errores en la clasi-
ficacion).

e La realizacién de las distintas determinacio-
nes se realiza mediante el uso de claves dico-
témicas, catdlogos y bibliografia especifica.
Es importante comprobar las descripciones
de las especies, no solamente comparar con
fotos o dibujos, sino considerar toda la infor-
macién ecoldgica (distribucién, habitat, entre
otros).

e Se recomienda realizar dibujos (lo mas pre-
cisos posible) o tomar microfotografias de
los taxones encontrados con las medidas y
escala correspondiente que sera util como
una guia para estudios posteriores de esas
zonas.

e Una correcta o mas precisa determinacion
de los taxones es necesaria para los analisis
cuantitativos posteriores, como asi también
para la aplicacion de los indices de calidad.

Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina

e Es importante saber que existen diversos sis-
temas de clasificacion, por lo cual hay que es-
tablecer desde un principio la nomenclatura
que se utilizara.

e Se recomienda buscar trabajos ficolégicos na-
cionales y regionales. En caso de que surjan di-
ferencias se aconseja consultar a los expertos.

e Con el listado de taxones se procede a realizar
los recuentos.

e Esaconsejable que el trabajo de identificacidn
y recuento lo lleve a cabo personal especiali-
zado (con entrenamiento y experiencia en la
disciplina).

Muestras cuantitativas

e Alelegirlametodologia se debe tener en cuen-
ta el tipo de taxocenosis algal. Por ejemplo,
para los recuentos del epiliton, se puede em-
plear la metodologia propuesta por Villafafie
y Reid (1995) dado que la densidad estara re-
ferida a una superficie. Para el fitoplancton, es
recomendable la técnica propuesta por Uther-
mol (1958).

e Proceso de recuento: se puede realizar por
conteo de campos Opticos del microscopio
tomados al azar o sobre transectas.

e Se sugiere disponer del listado de taxones pre-
viamente vistos en las muestras cualitativas.

e Tener en cuenta de seguir criterios estandar
en relacion a los organismos: por ejemplo,
contar los individuos que no se encuentren en
la parte superior y arriba de la cuadricula, pero
no abajo o a la inversa.

< volver al indice

e Una técnica para estandarizar consiste en
contar campos al azar hasta completar un to-
tal de 400-500 algas, considerando al menos
100 campos.

o Recuento de la camara completa: este método
se utiliza cuando se trabaja con bajas densida-
des. En este caso, uno de los oculares contara
con una cuadricula que ird desplazandose en
la camara de arriba hacia abajo y de izquierda
a derecha, y viceversa, de manera que se cuen-
tan los individuos que queden en la intersec-
cion de las lineas de la cuadricula.

o Biovolumen: Esta técnica permite una mejor
comparacién con la concentracién de clorofi-
la-a, la abundancia se expresa como biovolu-
men (mm3/L). Se emplea el método de Rott que
consiste en medir como minimo 20 individuos
de cada especie, la cual se asimila a una forma
geométrica que responda a su forma. Entonces,
se calcula el volumen de cada especie segun la
férmula de la figura geométrica seleccionada y
finalmente se multiplica el volumen por el nime-
ro de células/ml obtenido en el recuento.

Recuentos de diatomeas

e La unidad de recuento recomendada en este
grupo de algas corresponde a las valvas (un
frastulo entero=2 unidades de recuento).

e Para la aplicacién de los indices basados en
diatomeas se requieren recuentos de 400 val-
vas (minimo), dado que valores menores po-
drian carecer del rigor estadistico necesario
para algunas aplicaciones.

e Antes de iniciar el proceso de recuento es ne-
cesario definir un criterio en relacién a los frag-
mentos de valvas: se podria incluir un individuo
roto si presenta % partes de la valva, incluir al
individuo roto si tiene como minimo uno de los
extremos y la parte central o excluir a todos los
individuos rotos. El criterio seleccionado debe
cumplirse en todos los recuentos.

o Puede suceder que alguna o varias diatomeas
no puedan ser identificadas, por diversas si-
tuaciones (se la observé solamente en vista
cingular, tiene residuos encima o son muy pe-
quefias). En este caso, se les asigna el nivel ta-
xonémico mas detallado que se pueda como
género sin llegar a la especie; por ejemplo:
Gomphonema sp. En caso de que tampoco se
pueda determinar el género, se puede denomi-
nar como diatomea pennada 1, diatomea cen-
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tral 1 o alguna referencia que permita la dife-
renciacion. Este mismo criterio debe aplicarse
a cualquier otra valva que no pueda ser identi-
ficada. Se recomienda que los individuos que
no se identifiquen a nivel especifico no sean
mas del 12% del total contado.

e Para el recuento de diatomeas se trabaja con
los preparados permanentes, lo ideal es con-
tar a un aumento de 1000X utilizando aceite
de inmersién para no dafiar objetivo.

e Seleccionar un margen y desplazarse horizon-
tal o verticalmente hasta un nuevo campo de
vision e ir contando las valvas en cada campo.
El recuento finaliza cuando se contaron mini-
mo de 400 valvas.

Alternativa: método del conteo utilizando
micropipetas

Para realizar los conteos de algas en general:

a) Colocar 0,3 mL (usando una pipeta de 1T mL
0 una micropipeta de ese volumen) de cada
muestra en un portaobjetos.

b) Cubrir con un cubreobjetos (24 x 50 mm) colo-
cando suavemente desde un extremo de mane-
ra oblicua para que no se derrame ni se formen
burbujas. Esto sera una camara.

c) Recorrer transectas de superficie conocida en
cada camara a 400 aumentos. Se puede contar
todo lo observado en 3 transectas a lo largo del
cubreobjetos, 2 en los bordes y 1 en el centro.
Para calcular la superficie recorrida multiplicar
el larigo del cubreobjetos por el ancho del cam-
po de vision.

d) Repetir este procedimiento hasta no registrar
nuevas especies (3 cdmaras para cada mues-
tra).

e) Promediar el total de organismos contados en
las 3 camaras y estimar la densidad algal (nu-
mero de individuos/cm?) considerando el area
recorrida en el cubreobjetos y extrapolar a la
superficie raspada.

Densidad algal (n.° individuos/cm?) = (N/ Vb) (V/S)

Donde: n.° individuos es el total de individuos con-
tado en cada muestra (promedio de 3 cdmaras);
Vb es el volumen barrido con las 3 cdmaras (ml);
V es el volumen total de la muestra (ml); S es la
superficie raspada (cm?).

Identificacion y recuento de algas del bentos
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Estimacion de la biomasa del bentos

Cecilia Brand y Yanina Assef

Son dos medidas estandar que permiten estimar
la biomasa de las comunidades y calcular indices
como el de autotrofia. La técnica de estimacion
de clorofila-a es similar a la descripta previamente
para fitoplancton, solo que en este caso se debe
procurar desprender las algas y otros organismos
de los sustratos a los que se encuentren adheridos
y expresar los resultados en unidades de clorofilao
peso por superficie de ese sustrato. Eventualmen-
te, pueden expresarse por peso seco de sustrato.

Clorofila-a: brinda una indicacién de la cantidad to-
tal de organismos autétrofos en la muestra.

Peso seco libre de cenizas (PSLC): es una medida de
la cantidad total de materia organica en la muestra.

Materiales necesarios:

Filtros de fibra de vidrio GF/F (1.2 p) de 25 o 45
mm de diametro

Frascos de vidrio de 30 mL o tubo Falcon
Sobres de aluminio identificados

Jeringas de 60 mL: al menos 1 por tratamiento
Portafiltro

Probeta de 50 mL para extracto

Vaso de precipitado

Pipeta de 10 mL para acetona

Pipetade 1 mL

Pinzas de punta fina

Acetona 90%

Cubetas para espectrofotémetro

Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina

Equipos

Mufla

Estufa

Espectrofotémetro

Balanza de precision 0.0001 g
Bafio de ultrasonidos (opcional)
Procedimiento:

a) Previo al muestreo preparar filtros de fibra de
vidrio GF/F: secar en estufa a 60°C por 48 h en
sobres de aluminio identificados. Luego pesar
los filtros en balanza de precision 0.0001 g.
Volver a colocar en los sobres. (tener filtros de
mas por si se rompen en el filtrado).

b) El dia del muestreo: Transportar las muestras
del campo al laboratorio refrigeradas y en oscu-
ridad. En el caso de sustratos finos o macréfitas,
se pueden trasladar al laboratorio y sonicar 2 mi-
nutos para desprender todos los organismos.

c) Poner el filtro GF/C en el portafiltro. Colocar la
jeringa en el portafiltro.

d) Homogeneizar la muestra y trasvasar a una
probeta adecuada. Anotar volumen.

e) Tomar una submuestra (alicuota) de la probeta
con una pipeta para el filtrado. Mover la pipeta
hacia arriba y hacia abajo para tomar una ali-
cuota mas homogénea. Si la muestra esta muy
concentrada tomar 10 mL, si esta muy diluida
tomar 40 mL o mas.

f) Trasvasar a la jeringa y filtrar.

g) Anotar el volumen de la alicuota filtrada.

< volver al indice

NOTA: Enjuagar bien portafiltro, probeta, jeringa
antes de pasar a otra muestra.

h) Colocar el filtro en un frasco de vidrio de 30 mL
0 en un tubo Falcon.

i) Afadir 10 mL de acetona 90% en cada frasco,
cubriendo totalmente el filtro.

i) Guardar las muestras en heladera 12 horas. El
disolvente organico extraera la clorofila de las
muestras.

k) Al dia siguiente, colocar el extracto en una cu-
beta para espectrofotémetro

[) Para la medicion de clorofila-a, leer las ab-
sorbancias del extracto a 430, 665y 750 nm,
mediante un espectrofotémetro. Leer blanco
con acetona para cada longitud de onda. La
clorofila-a absorbe principalmente a los 665
nm. El valor en 750 nm se utiliza para descon-
tar la turbidez de la muestra, que no deberia
ser mayor a 0,015. El valor de la absorbancia
a 430 indica concentracion de carotenoides y
otros pigmentos accesorios.

m) Estimar las concentraciones de clorofila me-
diante la expresién empirica siguiente:
Cla=11,4 (A665 - A750) *V / (L*S)
donde Cl a: clorofila-a (mg/m?), A : absor-
bancia a x nm, V: volumen del extracto (mlL),
L: longitud de la cubeta del espectrofotéme-
tro (cm), y S: superficie de sustrato mues-
treado (cm?).

n) Los filtros se pueden guardar en freezer si no
son procesados en el momento.

o) Para la medicién de PSLC, secar los filtros en
estufa a 60 °C por 48 h. Pesar en balanza para
obtener peso seco.

p) Colocar el filtro nuevamente en su sobre de
aluminio, llevar a mufla y quemar a 400 °C por
4 h. Pesar los filtros con cenizas. Es importan-
te considerar que las marcas de fibron indele-
ble se borran de los sobres en la mufla, asique
se deben marcar con lapicera sobre base blan-
da para que la etiqueta quede en subrelieve
sobre el papel de aluminio. También se puede
hacer un diagrama de su ubicacién en la mufla
para distinguirlos.

q) Estimar PSLC= Peso Seco Libre de Cenizas (peso
de cenizas=peso después de mufla - peso filtro).
Expresar en mg/m? extrapolando a la superficie
de sustrato muestreado.
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r) Calcular indice autotréfico (IA), que es un indi-
cador de la proporcién de la comunidad com-
puesta por organismos heterétrofos y auté-
trofos. PSLC representa la masa autotréfica y
heterotréfica combinadas (y detrito organico),
y Cl a refleja el componente autétrofo.

IA = PSLC / cl a, ambos en mg/m?

Estimacion de la biomasa del bentos
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Determinacion del ADN ambiental

Paula Huber, Melina Devercelli, Sebastian Metz, Victoria Accattatis, Fernando Unrein

Fundamentos de la técnica

El ADN ambiental (ADNa, mas conocido por sus
siglas en inglés como eDNA: environmental DNA)
es una mezcla compleja de ADN gendémico de di-
ferentes organismos presente en agua, sedimen-
tos o aire. Puede encontrarse como ADN celular
o extracelular (ADN liberado). El ADN celular pro-
viene de organismos vivos (por ejemplo, bacterias,
algas, invertebrados, peces) o partes de ellos (por
ejemplo, piel, mucosas, saliva, esperma, secrecio-
nes, huevos, heces, orina, sangre, raices, hojas,
frutos, polen). El ADN extracelular se encuentra
libre en el ambiente y, en el caso particular de los
ecosistemas acuaticos, puede persistir entre 7 y
21 dias dependiendo de las condiciones ambien-
tales (Dejean et al. 2011), ya que la exposicion a
la radiacion UVB, la acidez, el calor y las endo y
exonucleasas pueden degradarlo.

El andlisis del ADNa tiene como objetivo principal
detectar y clasificar los organismos presentes en
el ambiente. En las ultimas décadas, el desarrollo
de nuevas técnicas moleculares y computacio-
nales, particularmente de secuenciacion masiva
(high throughput sequencing o HTS), permiti6 es-
tudiar en mayor profundidad la estructura de las
comunidades microbianas a partir de muestras
de ADN ambiental. La principal ventaja de estas
técnicas por sobre las tradicionales (por ejemplo,
bibliotecas genémicas, DGGE, ARISA) es el gran
numero de secuencias que se obtienen, lo cual
permite captar un elevado numero de especies y
detectar no sélo los organismos dominantes sino
también aquellos que se encuentran en baja abun-
dancia y constituyen la bidsfera rara (Sogin et al.
2006; Huse et al. 2008; Pedrés-Alié 2006, 2012).

El contenido de una muestra de ADNa general-

mente se analiza mediante la amplificacién del
material genético, utilizando la técnica de reaccién
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en cadena de la polimerasa (PCR) y la posterior se-
cuenciacion. Dependiendo del objetivo de la inves-
tigacién, el andlisis puede enfocarse en una sola
especie 0 en multiples especies. Asi, en estudios
que tienen como objetivo realizar una estimacion
general de la biodiversidad presente en un ecosis-
tema determinado, se utilizan cebadores (primers)
generales que amplifican regiones compartidas
entre varias especies, y que permiten su identifi-
cacion taxondmica. Los cebadores generales mas
utilizados son el gen 16S ARNr para organismos
procariotas o 18S ARNr para eucariotas. Por otro
lado, si el estudio se focaliza en la blusqueda o
identificacién de una especie en particular, se uti-
lizan cebadores especificos que posibiliten la dis-
criminacion de los fragmentos objetivo que estén
presentes en la muestra analizada.

La técnica de ADNa se desarrollé en 1987 aun-
gue comenzo a utilizarse en forma mas extendida
cuando los primeros equipos de secuenciacion
masiva comenzaron a comercializarse a media-
dos de 2005. Como resultado, esta herramienta se
ha convertido en una parte muy importante para el
monitoreo de ecosistemas acuaticos.

Metodologia

1. Muestreo y procesamiento de la muestra

La muestra de ADNa se puede obtener tanto de la
columna de agua para el estudio de organismos
plancténicos como del biofilm o sedimento para
el estudio de organismos adheridos a sustratos
o benténicos de los ambientes acuaticos. Hasta
el momento, no hay un unico protocolo sobre la
forma de tomar la muestra por lo que debe efec-
tuarse esa decision en funcién de los objetivos,
tipo de ambiente, tipo de organismos cuyo ADN se
quiera analizar, forma de vida y abundancia de los
mismos en el ambiente. Por ejemplo, para el estu-
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dio de macroinvertebrados bentoénicos, la muestra
a analizar puede consistir en sedimento obtenido
con draga, el primer centimetro del sedimento (=
biofilm) o de la columna de agua a una profun-
didad localizada en la interfase con el fondo del
ambiente acudtico. Una vez obtenida la muestra,
debe ser conservada en oscuridad y refrigerada
hasta su procesamiento en laboratorio, que no
debe superar las 24 horas desde su recoleccion.

Organismos plancténicos

La muestra se toma de la columna de agua con un
recipiente estéril preferentemente de vidrio. El vo-
lumen de la muestra depende de la concentracion
de organismos y de las caracteristicas limnoldgi-
cas del sistema, principalmente las relacionadas
con la cantidad de materia organica y materiales
en suspension que pueden interferir en el proce-
samiento. Asi, para ambientes mas oligotréficos,
de aguas claras con bajo contenido de materiales
disueltos, se recomienda tomar entre 5y 10 L de
agua. En cambio, en sistemas eutréficos, de aguas
turbias con alto contenido de material en suspen-
sion, se recomienda tomar entre 1y 2 L de agua.

El procesamiento de la muestra de agua consiste
en el filtrado de la misma y almacenamiento del
filtro en Eppendorf o criovial estéril a -80 °C hasta
gue se realice la extraccién del ADN (Fig. 1). Du-
rante el procesamiento, deben utilizarse guantes
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y barbijo, evitando al maximo el contacto con los
materiales o que los mismos entren en contacto
con otras superficies.

En primer lugar, se debe esterilizar la mesada
con alcohol, al igual que todos los materiales
que se vayan a utilizar. Los kitasatos y porta-
filtros deben autoclavarse, y las pinzas deben
esterilizarse con alcohol y enjuagarse con agua
autoclavada o libre de organismos (filtrada por
0,2 ym). Luego, se procede a homogeneizar la
muestra de agua y filtrar por filtros estériles de
0,2 um de policarbonato o de celulosa hasta que
se colmaten. Con la ayuda de una pinza, se en-
rollan o doblan los filtros con el material filtrado
hacia adentro y se colocan en Eppendorfs auto-
clavados (preferentemente de 1,5 mL) o criovia-
les estériles (1,8-4 mL). Se cierran con Parafilm
y se almacenan a -80 °C hasta su posterior pro-
cesamiento (extraccion del ADN).

Previo al filtrado, puede realizarse un pre-filtrado
por una malla cuyo diametro de poro dependera
del objetivo del anadlisis de ADN. Por ejemplo, si
el objetivo es realizar un analisis de la comunidad
bacteriana o del ensamble de microalgas o protis-
tas, puede realizarse un pre-filtrado por una malla
de 50 o0 60 um de diametro de poro para remover
parte del zooplancton y otros organismos de ma-
yor tamafio, lo que permitira disminuir el ADN pro-
cedente de metazoos.

Agua esterl

Bomba para titrado {f\

Fmhbudn

Pinza ’ : 1

Portafiltro W Filtros
Kitasato

’ Tubos Cppendorf

Figura 1: Materiales necesarios para el proceso de filtracién de la muestra de agua en laboratorio.

Determinacion del ADN ambiental
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Asimismo, en el agua puede encontrarse ADN pro-
veniente de macroorganismos como animales y
plantas proveniente de restos de células y tejidos,
heces, mucus, organelas, gametas, polen, etc., y
que puede ser detectados utilizando primers ade-
cuados (ver mas abajo).

Organismos del biofilm y benténicos

La muestra se toma como se indica en los capitu-
los Algas y macroinvertebrados, segun el ADN de la
comunidad que se quiera estudiar. Puede consistir
en una muestra de sedimento o el raspado del en-
samble de organismos adheridos a algun sustrato.

La muestra debe homogeneizarse y luego se frac-
ciona una alicuota de volumen variable (entre 2 y
10 mL de sedimento o biofilm) que se coloca en
tubos Falcon o Eppendorf estériles, y se centrifu-
ga a 14.000 rpm durante 5 a 10 minutos. Si no se
cuenta con una centrifuga que alcance esas revo-
luciones, puede centrifugarse a 5000 durante 30
minutos. Luego, se elimina el sobrenadante y se
congela el pellet resultante a -80 °C hasta el mo-
mento de proceder a la extraccién del ADN.

NOTA: Para poder validar los resultados obtenidos
y detectar posible contaminacién, es aconsejable,
ademads, procesar un control negativo (Salter et
al. 2014). Existen varias formas de efectuarlo y
en distintas etapas del trabajo (desde la toma de
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muestra hasta su secuenciacion). Un control ne-
gativo recomendable consiste en procesar agua
libre de organismos siguiendo la misma metodo-
logia empleada en el procesamiento de las mues-
tras (por ejemplo, filtracién en caso de muestras
de columna de agua) y continuar con los analisis
posteriores (extraccién y purificacion, cuantifica-
cién, PCR, secuenciacién).

2. Extraccion y purificacion del ADN

Para extraer los acidos nucleicos purificados de la
muestra de ADNa es necesario provocar una lisis
celular, inactivar las nucleasas celulares y separar
los acidos nucleicos de los restos de células.

Existen distintas estrategias de extraccién y purifi-
cacion de ADN que van desde kits comerciales has-
ta métodos de extraccién con solventes organicos.
Los kits comerciales mas utilizados son Qiagen
DNeasy PowerSoil y PowerMax (Lear et al. 2018).
Dentro de los métodos de extraccion con solventes
organicos, el método del bromuro de cetil-trimetil
amonio conocido como CTAB (Fernandez Zenoff et
al. 2006) es uno de los mas utilizados y es el que
se detalla en este protocolo el cual requiere de un
buffer de lisis (Tabla 1) y distintos reactivos (Tabla
2) que pueden prepararse en laboratorio.

El método del CTAB se basa en la lisis celular uti-
lizando el detergente CTAB, que forma un com-
plejo insoluble con los acidos nucleicos en me-

Reactivos Cantidad Preparacion (100 mL de solucién)
(50 mL)

Tris-Cl TM pH 7,4 5mL Pesar 12,11 g de Tris (PM 121.14) y disolver en 70 mL de agua MQ
con agitacion. Llevar a pH 7,4 con HCI diluido 1:2 (aprox. 5 M), se
requieren unos 16 mL. Al usarlo a 65 °C el pH va aumentar a 8,66
(el pH del Tris disminuye 0,028 unidades por °C de disminucién de
temperatura). Llevar a volumen en probeta. Esterilizar por autoclave
en 2 alicuotas. Guardar a 4 °C. Permanece estable hasta que se
contamine.

NaCl 5M 14 mL Pesar 29,22 g de NaCl (PM 58.44) y disolver en volumen necesario
de agua MQ para llevar a 100 mL. Esterilizar por autoclave en 2
alicuotas. Guardar a temperatura ambiente. Permanece estable
hasta que se contamine.

EDTA 0,5M pH 8 10 mL Colocar 10 mL de EDTA 0,5M pH 8 (ii), con lo cual la concentracion
final en la solucién de buffer de CTAB es de EDTA 0,1M.

CTAB 19

H20 estéril 19,9 mL

Beta-mercaptoetanol* 0,1 mL

La solucién se guarda a temperatura ambiente. Estable varios afios.

*El beta-mercaptoetanol se agrega en el momento en que se va a realizar la extraccion y se calienta todo a 65°C.

Tabla 1: Reactivos y protocolo de preparacién de buffer de lisis CTAB.
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Reactivos

Preparacion

Cloroformo isoamilico
(100 mL)

Colocar 96 mL de cloroformo + 4 mL de isoamilico
Preparar bajo campana y tapar el recipiente con papel aluminio. Refrigerara 4 °C o a
temperatura ambiente.

Buffer TE (i) Tris-Cl 1M pH 8: 1mL

(100 mL) (il) EDTA 0,5M pH 8: 0,2 mL
H20 MQ: 98 mL
Esterilizar por autoclave en 2 alicuotas. Almacenar a 4 °C.

Isopropanol Separar una alicuota (aproximadamente 100 mL) y cubrir el frasco con papel
aluminio. Refrigerar a 4 °C o a temperatura ambiente.

Etanol 80% Almacenar a-20 °C antes de su utilizacion

(i) Tris-Cl 1M pH 8

Mismo procedimiento que el sefialado en Tabla 2, pero llevar la solucién a pH 8. Una
(100 mL) vez preparado, esterilizar por autoclave.

se contamine.

(ii)) EDTA 0.5M pH 8 (100 Pesar 18,61 g de Na2EDTA2-H20 y disolver en 70 mL de agua MiliQ. No se disuelve
mL) hasta que se lleva a pH 8 con NaOH 10M (aprox. 5 mL) (iii).
Esterilizar por autoclave en 2 alicuotas. Guardar a 4 °C. Permanece estable hasta que

1 a esar g (aprox.) ae Na y daisolver en m € agua MIIQ. Guaraar en rrasco
iii) NaOH 5M Pesar 40 de NaOH y disol 100 mL d MiliQ. Guardar en f

m astico a temperatura ambiente.
100 mL plasti p bi

Tabla 2: Reactivos y preparaciones para la purificacién de ADN.

dio hiposalino. Como consecuencia, compuestos
organicos tales como proteinas, polisacaridos y
compuestos fendlicos, permanecen en el sobrena-
dante y son eliminados por lavado permitiendo asi
limpiar el ADN. Por otro lado, el ADN se solubiliza
aumentando la concentracion salina y se precipita
con etanol o isopropanol.

Los pasos de la extraccion y purificacion del ADN
mediante el método de CTAB son los siguientes:

a) Agregar al filtro descongelado o al pellet 0,75
mL de buffer de lisis CTAB (Tabla 1). Esta solu-
cién debe estar precalentada a 60 °C.

b) Incubar en estufa a 60 °C durante 30 minutos.

c) Agregar 0,7 mL cloroformo isoamilico y ho-
mogeneizar bien por inversion provocando la
emulsion de las dos soluciones.

d) Centrifugar 10 minutos a 14000 rpm.

e) Quedaran separadas dos fases. Transferir la
superior (fase acuosa) a otro Eppendorf.

f) Repetir dos veces el lavado de la fase acuosa con
cloroformo, es decir, repetir los pasos c) al e).

g) Agregar isopropanol en un volumen similar al
de la muestra (~ 0,60 mL igual volumen de iso-
propanol (0,6 mL).

h) Incubar1ha4°C.
i) Centrifugar 30 minutos a 14000 rpm.

j) Eliminar el sobrenadante y lavar el pellet con
etanol 80% frio (-20 °C).

k) Secar el pellet.
I) Resuspender en 40 uL de buffer TE.

m) Congelar el extracto a-80 °C hasta el momento
de proceder a la amplificacién del ADN.

3. Cuantificacion y calidad del ADN

La concentracion y pureza del ADN extraido se
miden mediante espectrofotometro con placa de
lectura para micro-volimenes. La medicioén de la
pureza permite evaluar la presencia de otras sus-
tancias que podrian haber quedado en el extracto
junto con el ADN como proteinas, polisacaridos,
ARN, etc. Este proceso se realiza a partir de la me-
dicién de la absorbancia del ADN a diversas longi-
tudes de onda del espectro ultravioleta luego del
proceso de extracciéon. Algunos espectrofotéme-
tros para micro-volimenes cuentan con una placa
de pocillos multiples (placa multiwell) que permi-
ten realizar varias mediciones a la vez, mientras
que otros cuentan con un solo pocillo. Los volime-
nes que se colocan son muy pequefios (en general
2 ul) y siempre debe testearse la calibracién con
un blanco que consiste en el mismo liquido en el
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que fue resuspendido el ADN. En este protocolo el
blanco es el buffer TE (ya que es la solucién utili-
zada para hidratar el ADN - paso i) de Extraccién
y purificaciéon del ADN). La concentracion de ADN
se mide en nanogramos por microlitro (ng/pL) en
cada una de las muestras.

La calidad del ADN se determina mediante el cél-
culo de la relacion de distintos valores de absor-
bancia:

« 260 nm: permite cuantificar la con-
centracion de acidos nucleicos;

« 230 nm: permite cuantificar la con-
centracion de fenol y polisacaridos;

« 280 nm: permite cuantificar la con-
centracion de proteinas.

La relacion entre la absorbancia a 260 nm y la de-
terminada a otras longitudes de onda (230 nm vy
280 nm) permite determinar la pureza relativa del
extracto de ADN. Los valores adecuados de cali-
dad para la relacién 260/280 tienen que oscilar
entre 1,8 y 2,2. Valores por encima de 2,2 indican
contaminacién por ARN lo cual hace aconseja-
ble la inclusidn de la lisis de este ARN utilizando
ARNasa en el proceso de extraccién. Valores por
debajo de 1,8 indican la contaminacion con protei-
nas, lo que exigiria un mayor cuidado en la elimi-
nacion de éstas durante el proceso de extraccion
0 una posterior purificacion.

Por otra parte, los valores esperados para la rela-
cién 260/230 se encuentran comuinmente en el
rango de 2,0-2,2. Si la relacion es apreciablemente
mas baja de lo esperado, puede indicar la presen-
cia de contaminantes en la muestra, que se absor-
ben a 230 nm, como fenoles o proteinas.

4. Amplificacion

La amplificacion del material genético de la mues-
tra de ADNa se realiza mediante la técnica de reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR es
una reaccién enzimatica in vitro que amplifica mi-
llones de veces una secuencia especifica de ADN
durante varios ciclos repetidos en los que la se-
cuencia blanco es copiada fielmente. Para ello, la
reaccion aprovecha la actividad de la enzima ADN
polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar
naturalmente el ADN en las células. En este paso,
el ADN de toda una comunidad extraido de las
muestras de ADNa y se amplifica selectivamente
mediante el uso de cebadores (primers) que se se-
leccionan en funcién al grupo taxonémico que se
pretenda estudiar. Los cebadores son secuencias
de oligonucleétidos que flanquean y delimitan la
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secuencia blanco que se desea amplificar y son
complementarios a esta en sus extremos 3'-5' (ce-
bador directo: primer forward o primer F, cebador
reverso: primer reverse o primer R).

Los materiales necesarios incluyen termociclador,
material de pldstico (tubos Eppendorf) y reactivos
(Tabla 3). Generalmente, los reactivos se adquie-
ren ya preparados y las cantidades a usar depen-
den de las especificaciones del fabricante.

El procedimiento de la PCR se basa en la repe-
ticiéon de un ciclo (ejemplo en Tabla 4) formado
por tres etapas: a) desnaturalizacién del ADN do-
ble cadena; b) hibridacién de los cebadores a la
zona 3’especifica de cada una de las hebras; c)
extension del cebador por actuacion de la ADN
polimerasa.

Es importante tener en cuenta que este paso se
realiza con el fin de corroborar la calidad del ADN
extraido, asi como el correcto funcionamiento de
los cebadores. El producto de PCR debe ser eva-
luado mediante una corrida electroforética en gel
de agarosa, la cual permitira realizar una caracte-
rizacion del producto obtenido en cada muestra, e
inferir tanto la calidad de ADN, asi como el correc-
to de funcionamiento de los cebadores (Ver apar-
tado Cuantificacién del producto de PCR).

Reaccion de PCR

a) Preparar el master-mix (Tabla 3) y multiplicar
los volumenes por la cantidad de muestras a
procesar. Prepararlo en hielo y siguiendo el or-
den indicado. Adicionar la ADN-Taq polimerasa
al final y volver a guardarla inmediatamente a
-20°C.

b) Dispensar 49 pl del mix en cada tubo de PCR.

c) Agregar 1 pyl ADNa. Preferentemente 2 ng (en-
tre 1y 10 ng funciona bien).

d) Colocar los tubos en el termociclador y comen-
zar con el programa de PCR.

Los programas del termociclador (tiempos y tem-
peraturas) pueden variar de acuerdo al set de pri-
mers a utilizar y la longitud del amplicén (Tabla 4).

Cuantificacién del producto de PCR

a) Cargar 4 pL de producto de PCR + 2 pL de co-
lorante en un gel de agarosa 1% y realizar una
electroforesis a 120v por 30 minutos. El colo-
rante que se utilice dependera del transilumina-
dor que se emplee para su observacion.
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Reactivos* Funcién Volumen* Concentracion final
Buffer PCR 10x Mantiene el pH adecuado para el 5ul Tx
funcionamiento de la enzima ADN
polimerasa
MgCI2 Actia como cofactor de la ADN 3uL 1,5 mM Mg2+
polimerasa
Primer forward (i) Complementario a una de las dos hebras | 2,5 L 0,5 uM
del ADN
Primer reverse (i) Complementario a una de las dos hebras | 2,5 L 0,5 uM
de ADN
Mix de dNTPs (ii) Los cuatro desoxirribonucléotidos 1L 200 uM

trifosfato (adenina, guanina, citosina,
timina) que permiten sintetizar la nueva

cadena de ADN
Taq ADN Enzima que sintetiza la nueva cadenade | 0,25 L 1,25U (0,025 U pL-1)
polimerasa ADN
ADN ADN molde, contiene la region de ADN

que se va a amplificar

Agua esterilizada

Medio en donde se produce la reaccién 34,75uL

(i) Preparacion de primers (10uM)

Centrifugar brevemente los tubos stock, disolver el pellet a una concentracion de 100 uM con agua MQ estéril
(ej.: 50 nmoles de primers con 500 pl) y hacer vortex durante 15 segundos. Esperar 2 minutos para permitir la
rehidratacion. Para preparar la solucion de trabajo diluir 1:10 (ej.: 20ul en 180ul de agua MQ estéril) y alicuotar en
varios tubos Eppendorf (10 yM = 10 pmol pL"). Mantener el stock y las soluciones de trabajo diluidas a =20°C,
usar solo una solucion de trabajo por vez.

(i) Preparacion de Mix de dNTPs (10 mM c/u)

Mezclar 10 yL de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP, a 100 mM) con 60 uL de agua esterilizada. Preparar varios
tubos Eppendorf y usar un tubo por vez.

Tabla 3: Reactivos necesarios para realizar la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), volimenes para preparar una master
Mix de 50 pL y preparacion de primers y dNTPs. *Los reactivos, asi como los volumenes a utilizar, pueden variar dependiendo
la marca de la Taqg polimerasa por lo que es necesario consultar las especificaciones sefialadas en su ficha técnica.

Ciclo inicial Desnaturalizacion a 94 °C por 3 minutos.
25-30 ciclos Desnaturalizacién a 94 °C por 1 minuto.
Annealing a 55 °C por 2 minutos.
Extension a 72 °C por 3 minutos.
Ciclo final Extension a 72 °C por 7 minutos, mantener a 4 °C hasta su traslado a freezer.

Tabla 4: Ejemplo de un programa estandar de tiempos y temperaturas para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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b) Cuantificar el producto de PCR producto usan-
do Low DNA Mass Ladder (5 uL + 2 pL de colo-
rante, para productos de entre 100 - 2000 pb).

c) Mantener el producto de PCR a —20°C (a 4°C si
se va a usar inmediatamente).

La visualizaciéon de las bandas del tamafio (pb)
esperado y su intensidad indica un correcto fun-
cionamiento de los cebadores, asi como buena
calidad del ADN.

5. Secuenciacion

Una vez extraido el ADN, comprobada su cali-
dad y cuantificado, se debe enviar una alicuota
del mismo (i.e. ADN gendmico) a secuenciar
a algun servicio de secuenciacion. Dentro de
las plataformas comerciales de secuenciacion
masiva, la plataforma MiSeq lllumina es la mas
utilizada para estudiar muestras de ADNa. Esta
técnica permite generar secuencias de aproxima-
damente 550 pb (pares de bases). Se ha demos-
trado que la informacién molecular contenida en
fragmentos de este tamafio resulta suficiente
para una caracterizacién taxonémica de las co-
munidades microbianas (Liu et al. 2008; Huse
et al. 2008). El tamafio de las secuencias es un
aspecto fundamental a tener en cuenta en estos
estudios, principalmente en los que se utilizan ge-
nes ribosomales como el 16S ARNr o 18S ARNr
como marcadores moleculares. Estos genes son
un mosaico de regiones conservadas y variables.
Estas ultimas exhiben diferentes grados de va-
riacion entre grupos de microorganismos ya que
presentan diferentes tasas de evolucién (Hillis &
Dixon 1991), por lo tanto, la elecciéon de la region
a estudiar exige una cuidadosa consideracion.
Las regiones mas utilizadas en los estudios en
los que se pretende una caracterizacion de la co-
munidad de organismos procariotas son V4-V5y
comunidades eucariotas V3-V4.

6. Andlisis de la informacion

Existen diversos programas y secuencias de pa-
sos (pipelines) para el procesamiento bioinforma-
tico de los resultados de la secuenciacion masiva
del ADNa. Estos van a depender del método utili-
zado para la secuenciacion y el objetivo del anali-
sis. En el caso de la secuenciacion por la platafor-
ma MiSeq Illumina, generalmente, se obtiene uno
o dos archivos con formato FASTQ, segun si se
ha secuenciado una sola direccién o ambas (sin-
gle-end o pair-end sequencing, respectivamente).
Los archivos FASTQ son archivos de texto donde
se encuentran las lecturas (reads) y la calidad para
cada nucleétido. Los pasos a seguir para el proce-
samiento pueden realizarse con programas espe-
cificos (Tabla 5) y se resumen en los siguientes:
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a) Eliminacién de las secuencias de los cebado-
res (primers).

b) Filtracion de las lecturas por calidad: es reco-
mendable obtener lecturas con valores de cali-
dad mayores o iguales a Q30, lo que equivale a
una precision de lectura del 99,9%.

¢) Unién de las lecturas de los cebadores (solo si
se ha secuenciado en ambas direcciones).

d) Obtencién de secuencias Unicas (secuencias
100% similares).

e) Generacion de Unidades Taxondémicas Opera-
tivas (OTU, del inglés Operational Taxonomic
Units) o Variantes de Secuencia del Amplicén
(ASV, del inglés Amplicon Sequence Variant),
como aproximacion a especies de organismos.
La principal diferencia reside en que en las OTU
las secuencias son agrupadas a un valor fijo de
similitud (generalmente, 97% de similitud) y en
ASV las secuencias son agrupadas de tal ma-
nera que entre una ASV y otra haya al menos
una diferencia en composicién nucleotidica.
Cabe aclarar que hoy en dia la aproximacion
dada por ASV es la mas utilizada ya que se pue-
de obtener una representacién mas aproxima-
da de la diversidad (Callahan et al. 2016).

f) Eliminacién de quimeras vy filtraciéon por abun-
dancia: si bien previamente se han realizado
varios chequeos de calidad y filtracién, existen
otros tipos de errores que pueden persistir € in-
fluir en los andlisis posteriores, tales como las
quimeras, singletons, doubletons y contamina-
cion cruzada de la secuenciacion, que deben ser
eliminados. La mayoria de los pipelines incluyen
algoritmos para la eliminacion de quimeras, sin-
gletons, doubletons y la contaminacion cruzada
puede eliminarse mediante filtracién por abun-
dancia. Para esto no existe un criterio unico, por
lo que va a depender del analisis a realizar.

g) Asignacién taxonémica de las secuencias de
cada OTU o ASV: existen diversos métodos
gue se basan en la similitud de las secuencias
de OTUs o ASVs con secuencias de bases de
datos de referencia. Las bases de datos de
referencia son una colecciéon de secuencias
provenientes de organismos de interés cuya
taxonomia ha sido manualmente revisada. Las
principales bases de datos disponibles son
RDP para procariotas (16S ARNr) (Cole et al.
2003), SILVA para procariotas (16S SSU y LSU
ARNr, y eucariotas (18S SSU y LSU) (Quast et
al. 2012) y PR? para eucariotas (18S ARNry 16S
Cloroplastos) (Guillou et al. 2012).
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Paso del andlisis Programa Referencia
Eliminacién de cebadores Cutadapt Martin, 2011
Trimmomatic Bolger et al. 2014
Control de calidad FastQC https://www.bioinformatics.
MultiQC babraham.ac.uk/projects/fastqc/
Ewels et al. 2016
Filtracién por calidad USEARCH Edgard 2010
VSEARCH Rognes et al. 2016
DADA2 Callahan et al. 2016
QIIME Bolyen et al. 2018
Mothur Schloss et al. 2009
Ensamblado de secuencias Pear Zhang et al. 2014
(Forward y Reverse) USEARCH Edgard 2010
VSEARCH Rognes et al. 2016
DADA2 Callahan et al. 2016
QIIME Bolyen et al. 2018
Mothur Schloss et al. 2009
Obtencion de ASVs u OTUs USEARCH Edgard, 2010
VSEARCH Rognes et al. 2016
DADA2 Callahan et al. 2016
QIIME Bolyen et al. 2018
Mothur Schloss et al. 2009
MED Eren et al. 2015
Eliminacién de quimeras UCHIME Edgard et al. 2011
DADA?2 Callahan et al. 2016
DECIPHER Wright et al. 2012
Asignacion taxondmica BLAST+ Camacho et al. 2009
IDTAXA Murali et al. 2018
SINTAX Edgar, 2016
DADA2 Callahan et al. 2016

Tabla 5: Principales programas para realizar el procesamiento de cada uno de los pasos bioinforméticos necesarios para el
analisis de los resultados de la secuenciacion masiva del ADN ambiental.

Aplicaciones del ADN ambiental

La informacién obtenida a partir de los andlisis de
ADNa puede servir para responder preguntas que
involucran diferentes areas de estudio como la eco-
logia, la biologia de la conservacion, la deteccién de
especies invasoras y el biomonitoreo. Una de las ven-
tajas que presentan los analisis de ADNa mediante
secuenciacion masiva es que permiten estudiar la
biodiversidad tanto de microorganismos como de
macroorganismos pertenecientes a grupos taxoné-
micos diferentes, a diferencia de los métodos clasi-
cos que centran su estudio en unas pocas especies
0 en un grupo taxonémico determinado.

El estudio del ADNa posibilita hacer un diagnoés-
tico del estado del ambiente, establecer lineas
de base que sirvan de punto de partida para eva-
luar impactos sobre los ecosistemas, monitorear

cambios en la composicion de especies debida a
efectos antrépicos, analizar la presencia/ausencia
de especies tolerantes o sensibles, y determinar la
distribucion de especies vulnerables utilizando un
método no invasivo.

Mediante el ADNa es posible determinar no solo
la presencia y abundancia de especies muy repre-
sentadas, sino que también consigue detectar es-
pecies raras que se encuentran en baja abundan-
cia. En este sentido, puede aplicarse como método
de determinacion temprana de especies acuaticas
invasoras, especialmente aquellas que son difici-
les de detectar en las primeras etapas del ciclo de
vida o que sus caracteristicas morfoldgicas resul-
tan insuficientes para poder ser determinadas ta-
xondmicamente. La deteccion prematura de estas
especies en un ecosistema se considera crucial
para la gestién y el control de la bioinvasion.

Determinacion del ADN ambiental
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Protocolos para indices

de habitat y ribera

Region NOA
Edgardo Pero

Protocolo de calidad de la vegetacion de ribera

Ecorregiones y tipos de rios

Para evaluar la calidad ecoldgica de la vegetacion
de ribera, es recomendable seguir un enfoque eco-
rregional. Uno de los indices mas utilizados y di-
fundidos para evaluar la calidad de los bosques de
ribera es el denominado indice de Calidad del bos-
que de ribera por sus siglas de origen catalan Qua-
litat del Bosc de Ribera (QBR). Este indice fue dise-
fado para evaluar la calidad ecoldgica del bosque
de ribera en rios de la peninsula Ibérica en Espafa
(Munné et al. 1998, Prat et al. 1999, Munné et al.
2003). Su uso se ha extendido, en mayor medida,
por su practicidad y facil aplicacién en campo. In-
tegra aspectos bioldgicos y geomorfolégicos del
rio (Sirombra 2012) y no demanda un conocimien-
to altamente especializado en términos de identifi-
cacion de especies.

En la region NOA se aplica una adaptacion del
indice QBR, la cual ha sido adaptada para los
bosques de montafia de la ecorregion de Yun-
gas (QBRy, Sirombra y Mesa 2012). Para los rios
ubicados en serranias de Chaco Serrano no exis-
te una adaptacién del QBR en la actualidad. Sin
embargo, se conocen sitios de referencia para el
area (Pero y Quiroga 2019, Sirombra y Ceccotti
2016) y se estima poder desarrollar una adapta-
cion en un futuro préximo (Sirombra y Ceccotti
2016). Se ha aplicado el indice QRBY para evaluar
la ribera de sitios de Chaco Seco y los resultados
fueron coherentes con los impactos y disturbios
observados en aquellos sitios (Fernandez et al.
2016, Leiva 2019). Sin embargo, es importante
ajustar el indice QBR al contexto de los bosques
de Chaco Seco, considerando las diferencias
composicionales y estructurales observadas en-
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tre los bosques de ribera de esta ecorregion y la
de Yungas (Pero y Quiroga 2019).

Para el caso de las ecorregiones de Monte de Va-
lles y Bolsones, Punay Altos Andes no se han de-
sarrollado hasta el momento indices para evaluar
la calidad de los ecosistemas riberefios.

Para Monte, Puna y Altos Andes.

Aplicacion del indice QBRy (Qualitat

del Bosc de Ribera yungas)

Debido a su difundida aplicacién y al ser el Unico
indice adaptado a una ecorregién local recomen-
damos el uso del indice QBRy para evaluar las ribe-
ras de rios y arroyos del area montafiosa del NOA
que incluye a rios de Yungas y Chaco Serrano.

El indice se aplica generalmente a tramos de rio
de entre 50 y 100 m de longitud entre aguas arriba
y abajo. Para evaluaciones a nivel de cuenca o de
segmentos largos de rios (km) se pueden evaluar
varios tramos. La calificacién de cada tramo debe
ser aplicada a toda la zona riberena (orilla y ribera)
que puede incluir llanuras de inundacién y terrazas
fluviales (Naiman et al. 2005) (Fig. 1). Ambos mar-
genes del rio se consideran en forma conjunta.

La cuantificacién de la valoracion del estado ecolégi-
co del bosque ribera segun el indice QBR se basa en
cuatro blogues de puntuacion independientes, cada
blogue valora diferentes componentes y atributos
del ecosistema riberefio. Cada bloque recibe una
puntuacién de entre 0 y 25 puntos (anexo, planilla
de campo). La suma de los cuatro bloques estable-
ce la puntuacion final que podra variar entre 0y 100
puntos. De esa forma se permite expresar el nivel de
calidad ecoldgica del tramo de ribera que se desea
evaluar (Tabla 1). En la puntuacién del indice QBR
suman puntos todas aquellas caracteristicas que
aportan calidad al ecosistema de ribera (opciones
principales en la planilla de campo) y restan puntos
(opciones de la planilla de campo) todos aquellos

Protocolos para indices de habitat y ribera
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Ribera

Orilla

Lecho humedo

Figura 1: Esquema de la zona de ribera de un rio o arroyo en el cual se delimita el lecho himedo, la linea de orilla y la linea de
ribera.

BOSQUE DE
RIBERA

Figura 2: Identificacion del talud, caudal dominante o “bankfull” (flecha amarilla) y del bosque de ribera (flecha blanca). Foto:
Rio Pueblo Viejo, provincia de Tucuman.

Rango de puntuacion del QBRy: Nivel de calidad
(Qualitat del Bosc de Ribera

yungas)

>0=95

75-90

55-70 Inicio de alteracion importante. Calidad aceptable

30-50

<0=25

Tabla 1: Rangos de calidad ecoldgica de la vegetacion de ribera propuestos para el indice QBR: (Qualitat del Bosc de Ribera
yungas) (modificado de Sirombra & Mesa, 2012).

Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina
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aspectos que suponen un distanciamiento de las
condiciones de referencia (Sirombra 2012). En la pla-
nilla de campo se debe registrar la localidad donde
se mide el QBR, preferentemente las coordenadas
geogréficas del sitio, y la fecha del muestreo.

Bloques que conforman el indice QBRY
(Qualitat del Bosc de Ribera yungas)

A continuacién, se describen los cuatro bloques
que conforman la evaluacion del indice QBRy:
(Qualitat del Bosc de Ribera yungas) (Sirombra
2012, Sirombra y Mesa 2010).

1. Cobertura vegetal riberena total

Determina qué porcentaje de la ribera tiene cober-
tura vegetal. Incluye todas las especies, salvo las
de ciclo anual. En este bloque, también se valoriza
la conectividad entre las riberas y los sistemas fo-
restales adyacentes. Se considera que la conecti-
vidad es total cuando entre el bosque de ribera 'y
el bosque adyacente de los dos margenes del rio
no existe ninguna alternacién de origen humano,
longitudinal y paralela al rio.

2. Estructura de la cubierta vegetal riberena

En este bloque se evalla la estructuracion de la ve-
getacion de ribera que proporciona una idea de la
estratificacion vertical de la ribera (estrato arbustivo
y arbéreo). Para la puntuacion, se tiene en cuenta el
porcentaje de arboles y arbustos, la discontinuidad
entre las manchas de vegetacion, la existencia de so-
tobosque y la modificacién por plantaciones. La pre-
sencia de especies de lianas y enredaderas aumenta
la complejidad de la zona de ribera y, en consecuen-
cia, su biodiversidad. Por ese motivo, se considera
un elemento positivo adicional. Para el caso de ribe-
ras con plantaciones de arboles no autéctonos, su
puntuacién disminuye debido a la disminucién de la
complejidad del estrato arbdreo (que se considera
una menor calidad ecoldgica). El sotobosque en es-
tas situaciones puede ser mas o menos abundante
en funcién de la edad y de las especies de la planta-
cién. Cuando el sotobosque cubre mas del 50% de la
plantacién, la penalizacién es menor.

3. Calidad de la cobertura vegetal

En este apartado se evalua la complejidad y na-
turalidad de la cobertura vegetal de la ribera. La
naturalidad aqui esta relacionada con las especies
arbdreas autéctonas que se tendrian que encon-
trar en una situacién sin alteracion de la ribera. La
calidad de la cobertura vegetal se estima teniendo
en cuenta el porcentaje de especies nativas y exo-
ticas de arboles y arbustos.

4. Grado de naturalidad del canal fluvial
El canal fluvial esta en intima relacién con la ri-
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bera y este puede ser modificado de distintas
maneras por actividades humanas. El grado de
alteracién se evalua en funcién de la intensidad
de la modificacién. Se diferencian tres situacio-
nes bdasicas: la modificacion de las terrazas ad-
yacentes al lecho del rio, con una disminucién
del cauce, pero sin infraestructura humana so-
bre el cauce; la presencia de infraestructuras
rigidas discontinuas y paralelas al lecho del rio
que modifican el canal; y por ultimo, la canali-
zacion total del tramo modificando las orillas o
toda la ribera. A pesar de que el canal no pre-
sente modificaciones de su anchura, puede al-
terarse por la presencia de estructuras sélidas
en el lecho del rio o transversales a este (pre-
sas). Se debe distinguir si los tipos de impacto
mencionados ocurren sobre una o sobre las dos
terrazas o margenes fluviales. También, se debe
contemplar la diferente intensidad de extraccion
de aridos, si existiese, y la existencia de vertidos
de residuos sélidos urbanos.

Niveles de calidad de ribera

Una vez evaluados cada uno de los cuatro blo-
ques se deberd indicar, en el margen izquierdo de
la planilla de campo, cual o cuales son las opcio-
nes escogidas. Se deberd calcular la puntuacién
de cada uno de los bloques, la cual se anotard en
el margen derecho de la planilla. Se debe sumar
cada bloque para obtener la puntuacion total. La
suma de cada bloque no debe ser negativa ni su-
perar los 25 puntos.

Se distinguen 5 niveles de calidad de ribera (Tabla
1): muy buena, buena, aceptable, mala, pésima.
Cada nivel se representa con un color caracteris-
tico. Los colores pueden ser utilizados para la in-
terpretacion visual de los resultados a través de
diferentes graficos y en mapas de calidad del ha-
bitat fluvial.

La planilla de campo que utiliza el QBRy con el de-
talle del puntaje asignado a los bloques o seccio-
nes se presenta en la Tabla 2.

Region NEA

Son aplicables los Protocolos desarrollados para
la region Centro (Habitat fluvial para rios de llanu-
ra de centro) y region Pampa (ICR), cambiando la
lista de arboles en el caso de la calidad de ribera.

Regién de Cuyo
Pueden aplicarse los indices de habitat fluvial para

rios de llanura de centro y habitat fuvial para rios
de montafa de Patagonia

Protocolos para indices de habitat y ribera
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Region Centro

Romina Elizabeth Principe, Javier Andrés Marquez,
Luciana Cibils Martina, Julieta del Rosario Lucero y
Victoria Montilla

Registro de habitat fluvial. Tabla 1.

Para evaluar la calidad de habitat en rios de llanura
se utiliza el Indice de Integridad de Habitat (IIH)
modificado de Petersen et al. (1992), Nessimian et
al. (2008) y Monteiro et al. (2014). El lIH involucra
la evaluacion de caracteristicas morfoldgicas de
los cuerpos de agua y sus margenes, de la com-
posicion de la vegetacion acuatica y riberefia, y del
grado de intervencién humana.

Procedimiento para la aplicacion de IIH en rios
de llanura

1) Identificar el sitio a evaluar con coordenadas
geograficas y colocar un cédigo de referencia.

2) Tomar la planilla IIH (Tabla 6.1) y completar el
encabezado de la misma.

3) Identificar los limites de la ribera. La ribera
comprende la zona de los margenes del arroyo
que se inundan durante crecidas periddicas y
maximas.

4) Para asignar los puntajes, considerar 10 m a
cada lado del lugar donde se sitda el operador

5)

6)

7)

8)

9)
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y considerar las dos riberas a la vez. Para ello, el
operador debera asignar los puntajes situados
en una de las riberas y luego debera visitar la
otra ribera para ajustar los puntajes asignados
en caso de ser necesario. Este procedimiento se
recomienda dado que el ancho humedo de los
rios de llanura supera siempre los 70 m, lo que
dificulta realizar la evaluacién de las dos riberas
alavez.

Seleccionar un solo puntaje para cada variable
de la planilla IIH (1 a 14) de acuerdo a las condi-
ciones del sitio que esta siendo evaluado.

Calcular el puntaje ponderado de cada variable.
Cada una de estas variables (1 a 14) contribuye
al 1lH con un puntaje ponderado calculado como:

Puntaje de la variable (pv) = a0/am donde pv
es el valor ponderado de cada variable, a0 es
el puntaje obtenido para esa variable y am es
el puntaje maximo que presenta esa variable.

Para obtener el valor total del indice, se reali-
za una sumatoria de todos los pv y se obtiene
como resultado un nimero entre 0 y 1, sien-
do 0 el ambiente mas degradado y 1 el mas
preservado.

De acuerdo con el puntaje total obtenido se
les asigna un juicio de valor a los sitios entre
degradado (pv IIH = 0,33), moderadamente
degradado (0,33 < pv IIH < 0,66) y preservado
(pv IIH > 0,66).
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Sitio: Fecha:
Coordenadas:
SECCION 1: Cobertura vegetal total en el tramo evaluado (sentido horizontal)
Puntuacion Puntuacion
25 >80 % de cobertura vegetal de la zona de ribera (no plantas anuales)
10 50-80 % de cobertura vegetal de la ribera de la zona
5 10-50 % de cobertura vegetal de la ribera de la zona
0 <10 % de cobertura vegetal de la ribera de la zona
+10 Si la conectividad entre el bosque de ribera y el ecosistema forestal adyacente es total
+5 Si la conectividad entre el bosque de ribera y el ecosistema forestal adyacente es superior al 50%
-5 Si la conectividad entre el bosque de ribera y el ecosistema forestal adyacente es total es entre 25y 50%
-10 Si la conectividad entre el bosque de ribera y el ecosistema forestal adyacente es menor al 50%
SECCION 2: Estructura de la cobertura vegetal del tramo evaluado (sentido vertical)
Puntuacion Puntuacion
25 Cobertura de arboles en la ribera superior al 70%
10 Cobertura de arboles entre un 50 - 75% 0 25 - 50% de arboles + cobertura de arbustos superior al 25%
5 Cobertura de arboles inferior a 50% pero com cobertura de arbusto al menos entre 10 - 25%
0 Ambas coberturas (érboles y arbustos) con valor inferior al 10%
+10 Al menos el 50% del canal fluvial tiene en su orilla (borde) arbustos y/o lianas
+5 Si el 25 al 50 % del canal fluvial tiene en su orilla (borde) arbustos y/o lianas
+5 Si los arbustos y/o drboles se encuentran espacialmente entremezclados
-5 Arboles con distribucion regular (linealidad), cobertura de arbustos mayor a 50%
-5 Si los arboles y arbustos se distribuyen en marchas sin continuidad
-10 Arboles con distribucion regular (linealidad), cobertura de arbustos menor a 50%
SECCION 3: Calidad de la cobertura vegetal en el tramo evaluado
Puntuacion Puntuacion
25 Todos los érboles de la zona de ribera son autoctonos
10 Como maximo un 25% de la cobertura es de especies de arboles exéticas aisladas
5 25 - 50% de los arboles de la ribera son especies introducidas aisladas (de 25 - 50% nativas)
0 Mas del 50% de los arboles de la ribera son especies introducidas aisladas (- 50% nativas)
+10 >75% de la cobertura de los arbustos es de especies autéctonas
+5 50 - 75% de la cobertura de los arbustos es de especies autdctonas (hasta 25% exoticas)
-5 25 - 50 % de la cobertura de los arbustos es de especies autoctonas (25 - 50% exéticas)
-10 Menos del 25% de la cobertura de arbustos es de especies autéctonas (75 % excticas)
-10 Presencia de especies exdticas formando comunidades puras (arboles o arbustos)
SECCION 4: Grado de naturalidad del canal fluvial del tramo evaluado
Puntuacion Puntuacion
25 El canal del rio no ha sido modificado
15 Modificaciones en una sola terraza, adyacente al lecho del rio, con reduccion del canal (no rigidas)
10 Modificaciones en ambas terrazas, adyacente al lecho del rio, con reduccidn del canal (no rigidas)
10 Canal modificado por estructuras rigidas en un solo margen
5 Canal modificado por estructuras rigidas en ambos mérgenes
0 Rio canalizado en la totalidad del tramo
-10 Si existe una estructura sélida dentro del lecho del rio (toma de agua)
-10 Si existe alguna presa u otra infraestructura transversal al lecho del rio (vertederos o cruces de rio)
-10 Si existen vertidos de residuos solidos urbanos
-10 Si se observa extraccion intensa de dridos, grava o arena, en ripieras
-5 Si se observa extraccion leve de aridos, grava o arena (uso doméstico)

Tabla 2: Planilla de campo indice QBRy (Calidad de bosque riberefio, Sirombra 2012)

La puntuacién

para cada bloque no puede ser negativa ni superar los 25 puntos

Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina

Protocolo. Registro del habitat fluvial: regién centro

Sitio:

Fecha:

Caracteristicas Condiciones Puntaje
Camino pavimentado 0
Camino no pavimentado 1

1 Acceso
Senda 2
Sendero 3
Vegetacion costera sin lefiosas 0
Sin bosque costero, pero con algunos arbustos 1

9 Ancho del bosque Bosque costero de 1-5 m de anchura 2

riberefio Bosque costero de 5-30 m de anchura 3

Bosque costero de mas de 50 m de anchura 4
Bosque costero intacto 5
Brechas frecuentes con algunos rebrotes 0

3 Preservacién del bosque Brechas a intervalos de 25 m-50 m 1

riberefio Brechas a intervalos de mas de 50 m 2
Bosque costero intacto 3
>

Protocolos para indices de habitat y ribera
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Protocolo. Registro del habitat fluvial: region centro

Sitio:
Fecha:

Caracteristicas

Condiciones

Puntaje

Condicion del bosque
riberefio dentro de los
10 metros del cuerpo de
agua

Pasto con algunos arbustos

0

Pasto mezclado con algunos arboles y arbustos exoticos

1

Pasto mezclado con algunos arboles y arbustos exéticos, y
algunos arboles nativos

2

Arboles exéticos mezclados con arboles nativos

Mas del 80% de la vegetacidn constituida por arboles nativos

Mecanismos de retencién
de agua

Retencion por cinco o mas de lo siguiente: plastico, metal,
vidrio, goma, materiales de construccion, materia organica

Retencion por tres 0 mas de lo siguiente: plastico, metal, vidrio,
goma, materiales de construccién, materia organica

Retencion por uno o mas de lo siguiente: plastico, metal, vidrio,
goma, materiales de construccion, materia organica

Retencion por hojas y troncos sin residuos urbanos, residuos
organicos solamente

w
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Cobertura de la canopia
en la zona riberefia

Abierto- 0% a 10%

Parcialmente abierto - 11% a 40%

Intermedio - 41% a 60%

Parcialmente cerrado - 61% a 90%

Cerrado-91% a 100%

Ausencia de ocupacion
humana

Desarrollo urbano o industrial en la ribera

Ol N —|O

Desarrollo urbano o industrial a una distancia mayor de 15 m
desde laribera

—_

Desarrollo urbano o industrial a una distancia mayor de 25 m
desde la ribera

Desarrollo urbano o industrial a una distancia mayor de 50 m
desde laribera

Sin desarrollo urbano o industrial

Ausencia de efluentes
domeésticos o industriales

Descarga de efluentes domésticos o industriales directa en el
cuerpo de agua

Desarrollo urbano sin el adecuado saneamiento publico, con
residuos siendo descargados cerca o dentro del cuerpo de
agua

Desarrollo urbano o industrial conectado redes de
saneamiento publico y estaciones de tratamiento

N

Sin edificios o descarga de efluentes

Ausencia de densidad de
edificios (dentro de los
100 metros)

Ma4s de 50 edificios

Entre 11 y 49 edificios

Entre 1y 10 edificios

Sin edificios

WIN =2 O|W

10

Ausencia de basura tirada
(dentro o fuera del cuerpo
de agua)

Cinco o mas de lo siguiente: plastico, metal, vidrio, goma,
materiales de construccion, materia organica

o

Al menos tres de lo siguiente: plastico, metal, vidrio, goma,
materiales de construccion, materia orgdnica

Al menos uno de lo siguiente: plastico, metal, vidrio, goma,
materiales de construccion, materia orgdnica

Residuos orgdnicos solamente

Sin evidencias

Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina
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Protocolo. Registro del habitat fluvial: region centro
Sitio:
Fecha:
Caracteristicas Condiciones Puntaje
Urbano o cultivos 0
17  Usodelatierra alrededor Cultivos y pasturas 1
de la zona riberefia Pasturas 2
Natural 3
Banco inestable, facilmente disturbable, con suelo o arena 0
suelta
Banco de suelo suelto agarrado por capas dispersas de pasto 1
12 Estructura del banco y arbustos
Banco firme pero sueltamente agarrado por pasto y arbustos 2
Banco estable, suelo agarrado firmemente por pasto, arbustos 3
o raices de arboles
Erosién severa a lo largo del canal, banco cayendo dentro 0
Erosiones frecuentes, erosion del banco y raices 1
13 Erosion del banco Erosion solo en curvas y en constricciones 2
Poca, sin evidencia o restringido a areas con raices de apoyo 3
de arboles
() )
Vegetacion acuatica 0%a10% 0
14 (% de cobertura en el 11% a 40% 1
margen del cuerpo de 41% a 60% 2
agua) 61% a 90% 3

Tabla 1: Planilla para el célculo del indice de Integridad del Habitat (IIH) en rios de llanura.

Registro de la calidad de ribera

Para evaluar la calidad de la ribera de arroyos serra-
nos y rios de llanura se aplica el indice de Calidad
del Bosque de Ribera (CBR) segun Corigliano (2008).

El CBR se basa en relevar cuatro variables: 1) Cober-
tura Vegetal, 2) Estructura de la cobertura, 3) Comple-
jidad de la cobertura y 4) Naturalidad del cauce fluvial.
A su vez, cada variable presenta opciones con puntua-
ciones de 0, 5, 10 y 25 que el operador debe elegir en
funcién de las caracteristicas del tramo relevado. La
puntuacion final de cada variable posee un valor maxi-
mo de 25y un minimo de 0. El resultado de la suma de
los puntajes de cada variable varia entre 0y 100. Este
indice no es aplicable en tramos de nacientes de arro-
yos en pastizales de altura de las sierras de Cordoba,
ya que alli no se desarrolla un bosque de ribera.

Procedimiento para la aplicacion de CBR en
arroyos serranos

1) Identificar un tramo de arroyo de 100 m con coor-
denadas geograficas y colocar un cédigo de refe-
rencia (ejemplo: T 1 arroyo Piedras Blancas).

2) Tomar la planilla CBR (Tabla 2) y completar el
encabezado de la misma antes de iniciar el re-
corrido del tramo.

3) Identificar los limites de la ribera. La ribera
comprende la zona de los margenes del arroyo
que se inunda periédicamente por las crecidas
periddicas y las maximas.

4) Recorrer los 100 m de tramo y seleccionar un
puntaje para cada categoria de la planilla CBR
(1 a 4) de acuerdo a las caracteristicas de la
zona riberefa. Para la asignacién de los pun-
tajes deben considerarse las dos riberas del
tramo a la vez.

5) Sumar los puntajes asignados a cada categoria

y, en funcién del puntaje total obtenido, asignar
el juicio de calidad del tramo.

Procedimiento aplicacion de CBR en rios de
llanura

El procedimiento es el mismo que para los arroyos
serranos, solamente varia en el punto 4. En los rios

Protocolos para indices de habitat y ribera
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de llanura se recomienda considerar las riberas de-
recha e izquierda por separado, dado que el ancho
humedo de los rios de llanura supera siempre los
70 m, lo que dificulta realizar la evaluacién de las
dos riberas a la vez. Asimismo, debido a que en la
region de llanura se localizan los principales cen-
tros urbanos de la provincia, la consideracién de
las riberas por separado permite exponer asime-
trias en el uso de ellas dentro de los tramos urba-
nos. La ribera derecha e izquierda se determinan
colocandose de espaldas a las nacientes del rio y
se especifica en el cédigo de referencia del tramo

<« volver al indice

(punto 1). Si es necesario un tratamiento conjunto,
se puede promediar el puntaje total obtenido para
cada ribera.

Este indice debe ser aplicado en la zona de ribera
de rios y arroyos (zona inundada periddicamente
por las crecidas periddicas y las maximas).

Este indice no debe aplicarse para nacientes de
arroyos en pastizales de altura de las sierras de
Cordoba, ya que alli no se desarrolla un bosque de
ribera.

indice de calidad del bosque de ribera (cbr)

Orilla

Leche himedo

Ubicacion del tramo: Fecha:
Operador: Hora inicio:
Urbano Post-urbano Hora final:
Uso del suelo: Natural
Preurbano Rural (Agricola-Ganadero)
Cobertura vegetal Puntuacion
> 80% cobertura 25
50-80% cobertura 10
10-50% cobertura 5
< 10% cobertura 0
Estructura de la cobertura
75% de arboles 25
50-75% arboles 10
<50% arboles 5
Sin arboles y arbustos por debajo del 10% 0
Complejidad de la cobertura
> 50% especies de arboles autoctonos * 25
30-50% de especies de arboles autoctonos * 10
< 30% especies de arboles autéctonos * 5
Ninguna especie de arbol autoctona * 0
Caracteristicas del cauce fluvial
No alterado 25
Modificacion de las terrazas adyacentes al lecho del rio 10
Signos de alteracidn y estructuras rigidas que modifican el canal del rio 5
Rio canalizado en la totalidad del tramo 0
Puntuacion total

Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina
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Juicio de calidad

* Listado de drboles autdctonos e introducidos mas frecuentes en las riberas de la cuenca Carcarafia en la Provincia de Cérdoba.

Arboles autéctonos

Arboles introducidos

Prosopis alba (algarrobo blanco)

Betula pendula (abedul)

Prosopis caldenia (caldén)

Albizia julibrissin (acacia de constantinopla)

Porlieria microphylla (cucharero)

Gleditsia triacanthos (acacia negra)

Geoffroea decorticans (chafar)

Populus spp. (alamo)

Kageneckia lanceolata (durazno del campo)

Manihot grahamii (cafeto)

Acacia caven (espinillo)

Eucaliptus spp. (eucalipto)

Acacia atramentaria (espinillo negro)

Fraxinus pennsylvanica (fresno)

Acacia praecox (garabato)

Morus spp. (morera)

Rupretchia apetala (manzano del campo)

Ulmus spp. (olmo)

Lithrea molleoides (molle de beber)

Melia azedarch (paraiso)

Schinus fasciculatus (moradillo)

Pinus spp. (pino)

Prosopis affinis (fiandubay)

Salix babilonica (sauce llorén)

Phytolaca dioica (ombu)

Salix fragilis (sauce mimbre)

Jodina rhombifolia (peje)

Tamarix gallica (tamarisco)

Condalia microphylla (piquillin)

Acacia aroma (tusca) **

Salix humboldtiana (sauce criollo)

Jacaranda mimosifolia (Jacaranda) **

Celtis tala (tala)

Fagara hyemalis (mamica de tambela) **

Bougainvillea stipitata (tala falso)

Tessaria integrifolia (aliso de rio) **

** Introducidos desde otras ecoregiones de la Argentina

Observaciones

Conversion de las puntuaciones finales del indice cbr en juicios de calidad

Puntuacion Juicio Calidad Color

>05 Sin alteraciones, estado natural. Muy Buena Azul

75-90 Ligeras perturbaciones. Buena Verde
55.70 ::'ltglrcr)ndee(:ﬁaalj[erauones importantes, calidad Moderada Amarillo
30-50 Alteracion intensa. Mala Anaranjado
<25 Degradacion extrema. Pésima Rojo

Tabla 2: Planilla para el calculo del indice de Calidad del Bosque de Ribera (CBR)

Region Pampas

Nora Gémez, Joaquin Cochero y Agustina Cortelezzi

Metodologia para la aplicaciéon de indices de
calidad de habitat en arroyos pampeanos

Los arroyos pampeanos en la Argentina estan ca-
racterizados en general por la baja velocidad de la
corriente, reducida pendiente, sedimento o sustra-
to del cauce arcilloso-limoso (barro) y poca canti-
dad de arena y grava. Sin embargo, otros arroyos
pampeanos que nacen en las Sierras de Tandiliay

Ventania (Buenos Aires), se caracterizan por una
mayor velocidad de la corriente y pendiente y un
sustrato duro o pedregoso compuesto por arenas,
gravas, guijarros y cantos. En este tipo de arroyos
pueden darse las 2 condiciones, ya que pueden
nacer en el sistema serrano, pero luego llegan a la
llanura y adquieren caracteristicas de arroyos de
baja velocidad y pendiente. Un arroyo en su estado
mas natural deberia verse como en la Fig. 1.a. (pla-
nicie) y 1.b. (serrano).

En los arroyos pampeanos, es comun observar
en su lecho el desarrollo de diferentes plantas

Protocolos para indices de habitat y ribera
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Figura 1.a: Arroyo pampeano tipico de llanuras (provincia de Buenos Aires). 1) Zona de ribera, con baja pendiente; 2) Macroéfi-
tas o plantas acuéticas abundantes; 3) Bancos, con vegetacion; 4) Cauce o canal con sedimento fino limo-arcilloso.

Figura 1.b: Arroyo pampeano serrano (Sierras de Tandilia, Provincia de Buenos Aires). 1) Zona de ribera, con pendiente mode-
rada; 2) Especies lefiosas, arboles y arbustos; 3) Bancos, desnudos o con poca vegetacion; 4) Cauce o canal, con sedimento
grueso de rocas o arena.

acudticas o macroéfitas que pueden estar pre-
sentes cubriendo gran parte del cauce. Estas
plantas pueden clasificarse en emergentes o
palustres, flotantes libres y flotantes arraigadas.
En cuanto al paisaje circundante, en los prime-
ros 50 a 100 metros paralelos al flujo del arroyo,
suele observarse vegetacién riberefia o riparia
que en areas naturales estd representada por
pastizales, aunque en algunos tramos pueden
registrarse arboles (Fig. 2).

Eleccion de los sitios de muestreo

Los sitios de muestreo para la caracterizacion del
habitat deberdn ser representativos de la zona de
estudio que se quiera evaluar. Ademas, en la se-
leccion de los sitios es importante tener en cuenta
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la accesibilidad a los mismos y el objetivo del mo-
nitoreo. Por ejemplo, en el caso de que se quiera
evaluar el impacto de la urbanizacion sobre el ha-
bitat fluvial de un arroyo urbano, el tramo a evaluar
debe estar situado en el area urbana problema.

Dado que el componente vegetal, tanto dentro
del cauce como en la zona riparia o riberefia, es
fundamental para el calculo de cualquier indi-
ce de habitat, se recomienda que la evaluacion
a campo se realice al menos dos veces al afio
en periodos contrastantes (primavera/otofio o
verano/invierno). En caso de no ser posible, po-
dra realizarse en primavera/verano para poder
evaluar la comunidad vegetal en su momento de
mayor desarrollo.

< volver al indice
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Plantas flotantes
libres

Plantas
emergentes
o palustres

Sedimento
del lecho o fondo

Plantas flotantes
arraigadas

Zona riparia

Cauce o ribereiia
o canal

Figura 2: Perfil transversal del cauce de un arroyo de la llanura pampeana que muestra partes del mismo y las formas de vida

de la vegetacion acuética (macrdfitas).

Se recomienda evitar la presencia de puentes en el
tramo a evaluar. Sumado a esto, dependiendo del
objetivo del estudio, es importante identificar si el
cauce esta siendo impactado por contaminacion
difusa (sin una fuente de contaminacién concre-
ta y observable) o puntual (se identifica el ingreso
de efluentes contaminantes al curso de agua). En
caso de contaminacién puntual, es importante ubi-
car el tramo en estudio aguas abajo del ingreso de
contaminantes.

En cada drea de muestreo seleccionada, se proce-
derd a delimitar un tramo de entre 50 y 200 metros a
lo largo del cauce del arroyo y de tamafio variable de
ancho segun las recomendaciones de cada indice.

Materiales basicos:
Una vez seleccionados los sitios de muestreo es
necesario concurrir a ellos con los siguientes ele-

mentos:

e Planilla de campo o tablet para la carga de los
datos obtenidos

e (Cinta métrica
e GPS para registrar el sitio
e Equipo fotografico o celular para capturar fo-

tos (informacién complementaria para com-
pletar el diagnéstico).

Materiales especificos:

Para el calculo de algunos indices de habitat se
requiere un mayor conocimiento de la vegetacion
de la zona. Se recomienda entonces la utilizacién
de informacion extra:

e Listado de especies vegetales (para la determi-
nacién de especies autdctonas/nativas y exéti-
cas/invasoras). Claves de especies vegetales.

indices de calidad de habitat recomendados para
la region pampeana

A continuacion, se resumen los diferentes indices
de calidad de habitat existentes para la region
pampeana (Tabla 3).

IHRPIlata - indice del Habitat del Rio de la Plata
(enlace planilla IHRPlata)

indice de la calidad del habitat costero de la Franja
Costera Sur del Rio de la Plata. Adaptable a otros
estuarios y grandes rios con ajustes pertinentes
referidos particularmente a los patrones de la suce-
sién espacial de la vegetacion riparia antropizados.

Referencia: Gomez, N. & J. Cochero. 2013. Un in-
dice para evaluar la calidad del habitat en la Franja
Costera Sur del Rio de la Plata y su vinculacion con
otros indicadores ambientales. Ecologia Austral,
23:18-26.
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indice Ambiente
IHRPlata Habitat costero de la Franja Costera Sur del Rio de la Estuarios / Grandes rios
Plata

ICRUM Cuencas urbanas y periurbanas de llanura Periurbano/agricola. Con
conocimiento de vegetacion

ICRP Cursos de agua de la region pampeana Periurbano/agricola. Con
conocimiento de vegetacion

USHI Arroyos de llanuras en areas urbanas Urbano/Periurbano

ICR Arroyos pampeanos en zonas agricolas Periurbano/agricola/ganadero. Sin
conocimiento de vegetacion

Tabla 3: indices de Calidad de Hébitat para la Regién Pampeana.

ICRUM - indice de Calidad de Ribera de Usos Muil-
tiples (enlace planilla ICRUM)

indice de calidad de riberas que contemple las ca-
racteristicas de cuencas urbanas y periurbanas de
la llanura pampeana impactadas por contamina-
cién mixta.

Referencia: Melignani, E. 2017. Pautas para la re-
mediacion y recuperacion de areas sujetas a conta-
minacion mixta de cuencas urbanas y periurbanas
de llanura. Tesis doctoral Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires.

(Enlace planilla ICRP)

ICRP - indice de Calidad de Riberas Pampeanas

indice de calidad de riberas para cursos de agua
de la regién pampeana.

Referencia: Basilico, G. O., L. De Cabo y A. Faggi.
2015. Adaptacion de indices de calidad de agua
y de riberas para la evaluacion ambiental en dos
arroyos de la llanura pampeana. Revista del Museo
Argentino Ciencias Naturales, 17(2):119-134.

USHI - indice de habitat de ambientes urbanos
(Enlace Planilla USHI)

Permite evaluar la calidad del habitat fluvial de
arroyos de llanuras en areas urbanas.

Referencia: Cochero, J., A. Cortelezzi., A. S. Tarda,
N. Gomez & A. Santiago Tarda. 2016. An index to
evaluate the fluvial habitat degradation in lowland
urban streams. Ecological Indicators, 71:134-144.

ICR - indice de Conservacion de Ribera (enlace a
planilla ICR)

indice de calidad de ribera de los arroyos pampea-
nos en zonas agricolas y ganaderas.
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Referencias: Troitifio, E., M. C. Costa, L. Ferrariy A.
Giorgi. 2010. La conservacion de las zonas ribere-
fias de arroyos pampeanos. Actas del Congreso de
Hidrologia de Llanuras: 1256-1263.

Feijoo, C., P. Gantes, A. Giorgi, J. Rosso y E. Zu-
nino. 2012. Valoracion de la calidad de ribera en
un arroyo pampeano y su relacion con las comu-
nidades de macrofitas y peces. Biologia acudtica,
27:113-128.

Planillas de campo y célculo de indices

Para la aplicacién de los indices de habitat es ne-
cesario obtener informacién especifica en cada si-
tio de muestreo. La informacion necesaria para el
célculo de los indices se encuentra en un archivo
(en formato .x/sx) que contiene tres hojas:

1) Hoja Presentacion: una hoja con una breve des-
cripcién de cada indice y un glosario de términos
esenciales para su utilizacion.

2) Hoja Planilla de campo: una planilla de campo
lista para imprimir, para ser utilizada en campo.
Se recomienda usar una hoja por sitio, ya sea en
formato papel o directamente en formato digital
haciendo copias de la hoja.

3) Hoja Planilla de calculo: una vez finalizado el
muestreo, se puede usar esta hoja activada para
calcular automaticamente el valor del indice y la
calidad del habitat ingresando los datos obteni-
dos en campo. Para ello, s6lo se debe cambiar las
celdas de color rojo a los valores anotados en la
planilla de campo para cada sitio. Cualquier otra
celda de esta hoja se encuentra bloqueada para no
cometer errores, aunque puede ser desbloqueada
usando la clave “REM.AQUA.2020".

Alternativamente, para cada indice se puede des-
cargar e imprimir las hojas Presentacion y Planilla
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de campo desde su versién en formato PDF. Se re-
comienda imprimir la hoja con la planilla de cam-
po tantas veces como sitios se vayan a estudiar
durante el trabajo de campo.

REGION PATAGONIA

Maria Laura Miserendino, Pablo Macchi, Adriana
Kutschker, Cecilia Brand y Gabriela Papazian

indice de valoracién de habitat para rios de
montaiia y piedemonte

1. Objetivo

Describir una metodologia para evaluar la cali-
dad del habitat en rios y arroyos de alto gradiente
(montafa-piedemonte) mediante la aplicacion de
indice de valoracién del habitat.

2. Campo de aplicacion

Este indice es apropiado para evaluar disturbios
sobre el habitat dentro del cauce de arroyos y rios
de mediano orden, tanto en cordillera como en
ecotono cordillera y meseta. El indice contempla
también atributos de la ribera (vegetacién, ancho
zona buffer) que tienen incidencia sobre la es-
tructura y caracteristicas del cauce. Para calificar
los ecosistemas de ribera sugerimos el QBRp que
complementa la informacion.

Fundamentacion

Una evaluacion de la calidad del habitat es funda-
mental para cualquier valoracion de la integridad
ecoldgica y debe realizarse en cada sitio en el mo-
mento del muestreo bioldgico.

La evaluacién del habitat se define como la valora-
cion de la estructura fisica circundante a los rios y
arroyos que influye en la calidad del agua, y en la
condicion de la comunidad acuatica residente. El
método de evaluacidn de la calidad del habitat pro-
puesto se basa en el protocolo de Bioevaluacion
Répida (Barbour et al., 1999).

Procedimiento para la valoracion de habitats
acuaticos (link a apéndice)

1) Seleccionar el tramo de rio o arroyo a evaluar.
La evaluacion se realiza en un tramo de 100
metros de largo (también puede ser 40 veces el
ancho mojado). En general, debe hacerse en el
mismo lugar en donde se realiza la valoracion
bioldgica (otros indicadores como indices bio-
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ticos de invertebrados, etc.). Algunos parame-
tros pueden requerir de la observacién de una
seccion mdas amplia de la cuenca mas que del
tramo en si.

2) Completar la planilla en el sector de identifica-
cion del sitio o tramo a evaluar.

3) Para una mejor valoracién es importante reali-
zar una observacidon minuciosa de las caracte-
risticas del lugar. Si ademas se realiza la eva-
luacion bioldgica, tener cuidado de no disturbar
el sustrato.

4) Trate de realizar un croquis del drea estudiada.
Es lo apropiado para poder identificar el sitio
para futuras visitas al lugar.

5) Para completar la planilla, lo ideal es un equipo
con un minimo de dos personas.

6) Para el célculo de la calidad del habitat, su-
mar todos los puntajes obtenidos de cada pa-
rametro y comparar siempre con un sitio de
referencia.

Para tener en cuenta:

Cada persona debe ser entrenada para realizar los
relevamientos visuales de cada region.

Lo ideal es adaptar el uso de estas herramientas
de valoracion a una region o area determinada.

Los chequeos periddicos se completan usando
fotos del tramo evaluado y discutiendo entre los
equipos de trabajo de la agencia involucrada, au-
nando criterios de valoracion

Observara que cuando calcule el indice existiran
algunos parametros mas facilmente identificables
que otros. Aqui se presentan algunas recomenda-
ciones y aclaraciones que le seran de ayuda a la
hora de realizar la evaluacién. Para cada apartado
se sugiere leer lo enumerado a continuacion.

Parametro 1 (cobertura disponible de sustrato
para ser colonizado por la fauna): observar la pro-
porcién del lecho ocupada por habitats estables,
es decir sustratos que puedan tener cierta per-
manencia en el lecho del rio frente a variaciones
de caudal (crecidas), como por ejemplo bloques,
quijones, guijarros,troncos, plantas enraizadas. Un
alto nivel de sedimentos son sintomas de un am-
biente inestable y sometido a continuos cambios y
de que el habitat es poco utilizable por los organis-
mos. Solo unas pocas especies son capaces de
colonizar estos sustratos en los rios cordilleranos.

Protocolos para indices de habitat y ribera



216

Parametro 2 (grado de empotramiento de las ro-
cas): observar los sectores inmediatamente su-
periores a los rapidos, especialmente en el centro,
sobre las rocas mas grandes.

Parametro 3 (régimen de velocidad y profundi-
dad): documentar las posibles cuatro combina-
ciones de velocidad del agua (lento-rapido) y pro-
fundidad (profundo-superficial). Lento<0.3 m.s-1y
profundo: >0.5 m.

Parametro 4 (deposicién de sedimentos): ademas
de observar cuanta arena o sedimentos finos hay
en los pozones, registrar si se han formado islas o
barras. En general, islas y barras son la fuente de
donde correderas y pozones se van colmatando
con sedimentos.

Parametro 5 (estatus del flujo de agua del canal):
recordemos que en los rios de cordillera de Pata-
gonia es comun que la descarga disminuya natu-
ralmente en los meses de verano llegando a un
minimo en febrero, marzo e incluso abril. Cuando
calcule esta variable, tenga en cuenta las variacio-
nes estacionales normales. Mayormente, en este
parametro, apuntamos a evidenciar acciones de
manipulacion del caudal de origen humano: dique,
embalses, abstraccion para riego, obstrucciones,
etc.

Parametro 6 (alteraciones del canal): es una me-
dida a gran escala de los cambios en la forma del
canal. En ciudades y lugares agricolas los rios son
frecuentemente enderezados, aumentados en pro-
fundidad o desviados a canales de concreto (para
control de inundaciones o riego). Tanto represas,
embalses, puentes, gaviones u otras formas de
estabilizacién artificial tienen que registrarse.
Ademas, debe registrars la presencia de infraes-
tructura como, por ejemplo, un camino paralelo al
curso de agua (dentro de la zona riparia o cerca)
que puede estar indicando el uso del canal, movi-
miento de aridos, etc. La presencia de vados para
cruzar son otra alteracién que se computa en este
item. Por ejemplo, la presencia de vias de tren pa-
ralelas y muy cerca de los cursos de agua muy
frecuentes en otros paises. En nuestro caso, debe-
mos computar accesos, caminos, etc.

Parametro 7 (estabilidad de la ribera): observar
exposicion de raices y suelos, bancos desprotegi-
dos por falta de vegetacidn, erosién por pisoteo de
ganado, etc. Imaginar el grado de vulnerabilidad en
los momentos de crecidas. Recordar realizar los
calculos en cada ribera por separado.

Parametro 8 (proteccion vegetal de la ribera): ten-
ga en cuenta las caracteristicas de la vegetacion
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nativa del area riberefia en el area y en el tipo de
arroyo. En algunas regiones, las exéticas han re-
emplazado la vegetacidn nativa e incluso coloni-
zan areas en donde no hay nativas que puedan
competir. Este es el caso del sauce introducido.
El valor que tiene una exdtica en la calidad y es-
tructura del habitat de arroyo y qué funciones eco-
sistémicas estd cumpliendo (sombreo, aporte de
hojarasca, etc), deben evaluarse en cada caso. En
areas de intenso pastoreo o areas residenciales o
urbanas, siempre sera mejor la existencia de una
zona riparia buffer que si no existe.

Parametro 9 (ancho de la zona de vegetacion ri-
paria): tener en cuenta que si existe una actividad
que impacto la zona riparia, pero que ahora esta
en retroceso, se pueden subir las puntuaciones.
Por ejemplo, senderos que ya no son mas transita-
dos versus un camino o sendero que esta sujeto a
Su uso continuo o intensivo.

Se definen algunos conceptos que resultaran uti-
les a la hora de utilizar el indice.

Glosario:

Ancho mojado: es la medida (en metros) del le-
cho del canal que esta cubierto por agua. Se mide
desde una ribera a la otra. El ancho del lecho seco
es el que se presenta en los periodos de descarga
maxima. El ancho seco siempre es mayor al mo-
jado.

Arcilla: sedimento de tamafio <0,0039 mm.

Arena: sedimento de tamafio entre 2 mm -0,125
mm,

Barra: depdsitos que se forman al comienzo de
un meandro o curva y que obligan al rio a dividir-
se en dos cursos en ese sector. Generalmente, la
mayor parte del caudal se desplaza hacia el lado
de afuera.

Bloque: sedimento de tamafio >256 mm.

Cabecera: zona de nacimiento de los arroyos “rios
o arroyos de cabecera” (en nuestra regién los de la
parte alta de las montaiias). Estos rios son consi-
derados de bajo orden o magnitud.

Canal: un canal natural es un curso de agua, una
corriente.

Canalizacion: implica modificaciones producidas
por el hombre tales como enderezamientos del
curso de agua, desviaciones, dragados, etc.
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Corredera: conectan los rapidos con los pozones.
Flujo laminar suave (la superficie del agua se ve
mayormente lisa), no tienen espuma.

Cuenca: es un area de paisaje drenada por un sis-
tema de arroyos.

Desmenuzadores: en ecologia de rios, se refiere a
organismos que fragmentan, desmenuzan la ma-
teria organica gruesa, por ejemplo, los que consu-
men hojarasca.

Detrito organico: desechos finamente granulados
de origen vivo (plantas, animales). El detrito orga-
nico en rios de cabecera que atraviesan bosques
proviene fundamentalmente de la hojarasca que
aportan los arboles.

Diversidad biolégica: se refiere al nimero de es-
pecies que componen una comunidad bioldgica.
Ademads, puede ser una medida del nimero de
especies y su abundancia relativa en una comu-
nidad. En general, una diversidad baja se refiere a
pocas especies o abundancias desiguales vy, alta
diversidad, se refiere a muchas especies o iguales
abundancias.

Epifauna: organismos en sus distintos estadios
(invertebrados, etc) que colonizan las superficies
y los espacios de los sustratos que ofrece el lecho
de un rio.

Erosion: remocién de la superficie de tierra (por
ejemplo: terreno, suelo, ribera, etc.) por agua, hielo,
viento u otros agentes.

Grava: sedimento de tamafio entre 2-16 mm.

Guijarro: sedimento de tamarfio entre 16-32 Y 32-
64 mm.

Guijon: sedimento de tamano entre 64-256 mm.

Habitat: |a localidad, sitio y el tipo particular de
ambiente ocupado por un organismo.

Isla: son formaciones que se originan por la acti-
vidad y dinamica del rio, totalmente rodeadas de
agua. Son acumulaciones de sedimentos de dis-
tintas dimensiones (arenas, gravas, guijones) y
que, en rios de montafia, muchas veces se estabi-
lizan con la participacion de troncos y ramas.

Limo: sedimento de tamano entre 0,0039 -
0,0625 mm.

Macrofitas: plantas acudticas que se pueden vi-
sualizar facilmente.
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Meandros: conforman las secciones curvas de los
rios, son unidades distinguibles a nivel tramo.

Perifiton: comunidades de algas microscopicas
que colonizan rocas, troncos sumergidos, etc.

Pozén: dreas de flujo del agua lento, sitios profun-
dos, a menudo en la parte externa de las curvas
(meandros) de los rios.

Rapido: areas de flujo del agua rapido y poco pro-
fundo. El agua pasa sobre rocas bloques, guijones
los que rompen la superficie del agua formando
“espuma”.

Raspadores: en ecologia de rios se refiere a orga-
nismos que raspan algas ancladas a rocas, corte-
zas y troncos sumergidos.

Ribera: Margenes de los cursos de agua.

Ribereiia, corredor o zona: un corredor riberefio
es la tierra adyacente que rodea un canal natural o
artificial. Esto incluye: rios mayores y secundarios,
cursillos, manantiales, arroyos intermitentes o per-
manentes, barrancas, riberas, lineas de desagiie, li-
neas de coleccion superficial del agua, humedales
y mallines, y lagos.

Sustrato: todas las particulas organicas (ramas,
troncos, algas, hojas, semillas, plantas acuaticas,
etc.) e inorgdnicas (rocas, bloques, guijarros, grava,
arena, barro, etc.) que caracterizan el lecho de un rio.

Ripario-riparia: vegetacion, bosque o pastizal que
se encuentra en los margenes de los rios 0 masas
de agua.

Troéfico: se refiere a la nutricién o alimentacién de
los seres vivos (por ejemplo: rol tréfico, cadenas
troficas, redes troficas). Los organismos son au-
tétrofos porque producen su alimento (gj:: vegeta-
les) y heterétrofos cuando lo consumen de otros
(ej.: animales).

Zona buffer: un buffer protege a un sistema de
cambios causado por agentes externos. En los
rios se refiere a la zona inmediata adyacente de ve-
getacion riberefia. También se conoce como zona
de amortiguacion.
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Calidad del bosque de ribera para rios patagoni-
cos QBRp (qualitat del bosc de ribera patagdnico)

1. Objetivo

Describir un método simple para la evaluacion de
la calidad de los bosques de ribera, mediante la
aplicacion de un indice adaptado a rios y arroyos
andino-patagonicos.

2. Campo de aplicacion

El indice QBRp (Kutschker et al. 2009) es una adap-
tacion del QBR (Qualitat del Bosc de Ribera) pro-
puesto por Munné y colaboradores (1998, 2003)
para aplicar en rios de Espana. Este indice consti-
tuye una herramienta rapida y sencilla que permite
evaluar y monitorear aspectos biolégicos y morfo-
|6gicos de las riberas, integrando informacion de
su dimension longitudinal, lateral y vertical, con el
fin de establecer la calidad ecolégica del ecosis-
tema riberefio. Es aplicable a rios y arroyos andi-
no-patagonicos, de distinto orden y dimensiones,
ubicados en ambientes de bosque y en el ecotono
bosque-estepa.

3. Descripcion general del indice

Este indice se centra en aspectos fundamentales
de la vegetacion riberefa, los que se agrupan en
cuatro apartados independientes. El primero, se
relaciona con el grado de cobertura vegetal del co-
rredor riberefio y destaca el papel de la vegetacion
como elemento estructural del ecosistema de ri-
bera. El segundo apartado, analiza la complejidad
de la vegetacidn teniendo en cuenta su estructura
vertical. En el tercero, se determina la morfologia
de las riberas y, segun el tipo morfolégico defini-
do, se establece el nimero 6ptimo de especies
arboreas y arbustivas nativas que deberian regis-
trarse en el tramo del rio analizado, y se penaliza
la presencia de arboles exdticos. El ultimo aparta-
do, evalta la naturalidad del canal fluvial, la cual
puede verse alterada por la modificacién de las
terrazas adyacentes al cauce y la construccion de
estructuras sdlidas, entre otras.

Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina
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4, Materiales

- Permisos de Solicitar autorizacién a
muestreo los organismos publicos/
privados o propietarios,
segun corresponda, para
acceder a los sitios de

muestreo.

- Planilla de campo, Para el célculo del indice
tamafio A4 impresa | QBRp se completa una
en ambas caras planilla para cada tramo
(Apéndice 1) del rio seleccionado y se

evaltan ambas riberas de
manera conjunta.

- Mapas y GPS Para ubicar y registrar

con precision los sitios

de muestreo a campo.
Importante para el
monitoreo periddico de los
sitios.

- Camara de fotos y Si bien no es necesario
Guias de campo ser experto botanico
sobre flora regional | para aplicar el indice,

se requiere un minimo

conocimiento de la flora

local para reconocer si

una especie es nativa o

exotica. El uso de guias

de campo y el registro
fotografico son utiles para
el trabajo en terreno y para
confirmar a posteriori la
composicién de especies.

- Material para En caso de requerir
herborizar: mayor detalle respecto
implementos de a la composicion de las
herbario (g].: cartdn, | especies riberefias, se
papel de diario) o puede recolectar material
bolsas de nylon, vegetal para su posterior
rétulos. identificacién en gabinete.

5. Muestreo
a) Selecciodn del sitio de muestreo

En una etapa previa de gabinete, se seleccionan
los tramos del rio/arroyo a evaluar, utilizando car-
tografia a escala 1:50000 o inferior. El sitio selec-
cionado en el gabinete, se puede redefinir en el
campo cuando hay impedimento o dificultad de
acceso al mismo.

El nimero de sitios a muestrear dependera de la
longitud del rio objeto de estudio y del esfuerzo de
muestreo necesario para responder al objetivo de
trabajo planteado.

La distancia entre sitios de muestreo no deberia
ser superior a 10 km para una red de monitoreo y
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localizarse en puntos estratégicos para la calidad
del agua, como por ejemplo en tramos pre y post
urbanos.

b) Selecciéon del tramo a muestrear

En cada sitio de muestreo se selecciona un tramo
a relevar representativo del rio/arroyo de 100-150
m de longitud y del ancho potencial de la ribera, la
cual se considera como la zona inundable en creci-
das de gran magnitud. Se delimita visualmente la
orillay laribera (ver dibujo de la planilla de campo).

Los puentes y caminos utilizados para acceder al
sitio de muestreo no se tendran en cuenta para la
evaluacion del indice QBRp. Si es posible, se apli-
cara aguas arriba o abajo de estos lugares de ac-
ceso. Otros puentes o caminos paralelos al rio si
se consideran al momento de evaluar la conectivi-
dad, siempre que superen los 4 m de ancho.

En casos en que la zona de ribera esté comple-
tamente alterada por actividades humanas y no
se pueda establecer con certeza el limite de la
ribera, resulta de utilidad buscar referencias en la
ribera opuesta o en otros tramos del rio cercanos,
de condiciones morfolégicas semejantes (ancho
y pendiente del rio, pendiente de las riberas).

Algunos indicadores Utiles para diferenciar los am-
bitos de aplicacion del indice son:

e Limite orilla-ribera: la accion modeladora de
las crecidas ordinarias suele promover la for-
macion de un talud que marca el limite y se
convierte en el mejor indicador del final de la
orilla, y el inicio de la ribera.

e Especies presentes en el limite externo de
la ribera: la orilla estd sometida frecuente-
mente a las crecidas de caudal, por lo tan-
to, las especies vegetales que viven en ella
tienen que estar adaptadas a estas pertur-
baciones. La aparicion de especies lefiosas
mas rigidas puede ser indicativa de la inter-
faz orilla-ribera.

e Cambio en las comunidades riberefias: tran-
sicién de comunidades dominadas por espe-
cies de ribera a otras dominadas por especies
propias del ecosistema forestal/natural adya-
cente. La presencia de parches residuales de
vegetacion de ribera mas alla de areas interve-
nidas indicara la proximidad del nivel fredtico
a la superficie y, por lo tanto, la extensién de la
zona de ribera.
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e Cambio en la morfologia del terreno: un au-
mento notable de la pendiente también puede
ser indicativo del limite de la ribera, dado que
implica un distanciamiento entre la superficie
y el nivel freatico.

c) Epoca de muestreo

Se sugiere la aplicacion a campo del indice
QBRp en primavera tardia o verano, al resultar
mas sencillo muestrear en el periodo de aguas
bajas y por ser las estaciones del afio mas fa-
vorables para el muestreo de la vegetacién. El
estado fenoldgico de las plantas en la época
estival facilita la identificacién de las especies
y contribuye a una mejor estimacion de la cober-
tura vegetal. Para un monitoreo periodico, debe
hacerse en la misma época del afio.

6. Procedimientos (Link a apéndice)

La informacién requerida para completar los cua-
tro apartados del QBRp, para cada tramo del rio, se
registra en las planillas de campo.

a) Puntuacion apartado por apartado

En cada apartado, se elige solamente una de
las opciones principales (cuadrante superior)
y se puntua con los valores establecidos en la
planilla. Se selecciona la opcidn que se ajusta a
las caracteristicas del tramo evaluado, siempre
leyendo de arriba hacia abajo. Se sugiere marcar
la opcion elegida con un circulo en la planilla de
campo.

La puntuacién final de cada apartado se modifi-
cara segun las condiciones expuestas en la parte
inferior del mismo apartado, sumando o restando,
de acuerdo ala opcidn seleccionada y teniendo en
cuenta si son excluyentes o no.

Protocolos para indices de habitat y ribera
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b) Consideraciones para completar
las planillas de campo

<« volver al indice

Descripcion de cada apartado

Observaciones

Apartado 1. Grado de cobertura de la zona de ribera

Destaca el rol de la vegetacién como elemento
estructurador del ecosistema de ribera.

Se estima el porcentaje de cobertura de toda la
vegetacion (hierbas perennes, arbustos, arboles) con
excepcion de las plantas anuales.

Se evalla, ademas, la conectividad (total, superior al
50%, entre el 25y el 50%, inferior al 25%) entre el bosque
de ribera y el ecosistema forestal/natural adyacente, lo
cual sumara o restara puntos.

- Todos los usos del suelo que impliquen la
desaparicién de la cobertura vegetal natural
(campos agricolas, plantaciones forestales,
construcciones, rutas, caminos, actividades
extractivas, etc.), dentro de la zona riberefia o en
el limite entre la ribera y el ecosistema adyacente
constituyen elementos que cortan la conectividad.

- Los caminos sin asfalto de menos de 4 m de ancho
no se consideran como elementos de aislamiento
con el ecosistema adyacente.
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c¢) Puntuacion por apartado y total

La puntuacién de cada apartado del indice varia
entre 0-25 puntos y la suma de los cuatro aparta-
dos determina el valor final del QBRp (Qualitat del
Bosc de Ribera patagoénico), el cual varia entre 0 y
100. Este valor expresa el nivel de calidad del tra-
mo en estudio.

d) Rangos de calidad*
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En la puntuacion del QBR contribuye positivamente
todo elemento que aporte cierta calidad al ecosis-
tema de ribera, y lo hace de manera negativa todo
aquello que signifique un alejamiento de las condi-
ciones naturales. El QBRp representa una medida de
las diferencias existentes entre el estado real de las
riberas y su estado 6ptimo, esto es, cuando las ribe-
ras no presentan alteraciones de origen antropico.

Apartado 2. Estructura de la vegetacion de ribera

Evalda la complejidad de la vegetacion, la cual
contribuye a incrementar la biodiversidad al proporcionar
distintos habitats en la zona riberefia.

La puntuacion se realiza segun el porcentaje de
cobertura de los arboles y en caso de ausencia de los
arbustos en todo el tramo a estudiar.

Se valora positivamente tanto la presencia de hel6fitos
o arbustos en la ribera, asi como la existencia de un
sotobosque arbustivo.

Se penaliza en este apartado, la presencia de linealidad
en los pies de los arboles (sintoma de plantaciones), o
las dreas de cobertura distribuidas no uniformemente y
dispuestas en parches sin una continuidad.

- El porcentaje de cobertura de arboles y arbustos
puede ser superior al 100%, dado que son diferentes
estratos de vegetacion que pueden superponerse.

- Se define como heldfitos a las plantas perennes que
mantienen el contacto con zonas saturadas de agua
y que suelen ocupar las dreas de transicién entre el
medio acuatico y terrestre.

Nivel de calidad QBRp Color representativo
Bosque de ribera sin alteraciones, calidad muy buena, estado >90 Azul

natural.

Bosque ligeramente perturbado, calidad buena. >70-90 Verde

Inicio de alteracion importante, calidad intermedia. >50-70 Amarillo

Alteracion fuerte, mala calidad. >25-50 Naranja
Degradacién extrema, calidad muy mala. <25 Rojo

* Los distintos niveles de calidad del QBRp se ilustran con imagenes en el Apéndice 2.

e) Listado de especies mas frecuentes en riberas de rios cordilleranos de Patagonia.

Apartado 3. Calidad de la vegetacion de ribera

Contabiliza el nimero de especies arbéreas y arbustivas
nativas presentes en la orillay la ribera.

Se debe determinar en primera instancia la morfologia
que presentan las margenes izquierda y derecha del rio.
Una vez obtenido el valor del tipo morfoldgico (1 a 3), se
retorna al apartado 3 y se cuenta el nimero de especies
arboreas y arbustivas nativas presentes en la orillay la
ribera.

La puntuacion de este apartado aumenta con la
presencia de bosques en galeria a lo largo del rio,
dependiendo de su porcentaje de recubrimiento. La
disposicion de las diferentes especies arbéreas en
franjas paralelas, asi como la riqueza de arbustos
nativos, también incrementan su valor.

Las especies exoticas (naturalizadas o introducidas) en
la zona, penalizan en este apartado, en mayor medida
cuando estas especies forman comunidades, y algo
menos cuando crecen de forma aislada.

- Para determinar la morfologia de las riberas, se
utilizan los esquemas que figuran en el reverso de la
planilla de campo.

- Se selecciona indicando con un circulo la morfologia
que mejor representa a cada una de las margenes y
se suman los valores correspondientes a la opcién
elegida. Se complementa con las restas y sumas de
los items inferiores (si es necesario).

- La presencia de islas en el rio disminuyen la
puntuacién, en tanto la existencia de un sustrato
rocoso duro, con baja potencialidad para que
se pueda establecer vegetacién riberefia, la
incrementan.

- Una vez definido el tipo morfoldgico (1,2 o 3), se
define el nimero éptimo de especies arbdreas y
posteriormente de arbustivas, teniendo en cuenta el
tipo morfolégico y el orden Iético.

Apartado 4. Grado de naturalidad del canal fluvial

Evalda el estado de conservacion del canal fluvial,
analizando si ha sido modificado y en qué medida.

La alteracion de las terrazas adyacentes al rio, con o sin
reduccion del canal fluvial; la existencia de estructuras
laterales o transversales al lecho del rio, asi como su
canalizacion total, penalizan de manera creciente la
naturalidad del canal fluvial, disminuyendo la puntuacién
del apartado.

- No se consideran los puentes ni los pasos
habilitados para cruzar el rio y acceder al sitio de
muestreo, para el célculo del QBRp.

Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina

Nativas

Exéticas

Austrocedrus chilensis (ciprés de la cordillera)
Maytenus boaria (maitén)

Nothofagus pumilio (lenga)

Nothofagus dombeyi (coihue)

Nothofagus antarctica (fiire)

Discaria chacaye (chacay de la cordillera)1
Lomatia hirsuta (radal)1

Ochetophila trinervis (chacay)1

Schinus patagonicus (laura)1

Baccharis obovata (huautro)2

Berberis microphylla (calafate)2

Escallonia rubra (siete camisas) 2

Acaena magellanica (cepa caballo de mallin)3
Juncus spp., Eleocharis spp., Carex spp. 3

Salix spp. (sauces)

Populus nigra (alamo)

Pinus ponderosa (pino ponderosa)
Pinus radiata (pino radiata)

Pinus contorta (pino murrayana)
Pseudotsuga menziesii (pino oregén)
Crataegus monogyna (espino albar)
Rosa rubiginosa (rosa mosqueta)2
Lupinus spp. (chochos)3

Medicago lupulina (lupulina)3
Plantago spp. (llantén)3

Ranunculus repens (botén de oro)3
Taraxacum officinale (diente de le6n)3
Trifolium repens, T. pratense (trébol)3

Referencias: (1) Porte arboreo o arbustos altos; (2) Arbustivas; (3) Helofitos.

Protocolos para indices de habitat y ribera
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Interpretacion de la integridad ecologica

Adonis Giorgi, Eduardo Dominguez y Nora Gémez

Los bioindicadores, junto con otros indicadores de
calidad de tipo quimico, de habitat y/o de areas de
ribera, permitiran establecer el grado de integridad
ecolégica que mantiene el ecosistema fluvial con-
siderado. Actualmente, el conocimiento del estado
de la calidad del agua de los rios es fragmentario y,
mas aun, lo es el abordaje del estado ecoldgico a
través del empleo de indicadores de modo combi-
nado. En algunos casos existe informacioén sobre
la hidrologia, sobre la quimica de las aguas, sobre
la respuesta de distintos tipos de bioindicadores
de calidad de las aguas y también del estado de
las areas riberefias.

Se sugiere la presentacion y transmision de la in-
formacioén brindada por los distintos indicadores
de modo semicuantitativo presentando en forma
conjunta los resultados de indices quimicos de
calidad del agua, indices de calidad de la zona
riberefa e indices emanados de los biomonito-
res. Cada tipo de indice deberia expresarse en no
mas de 5 categorias y expresarse en colores. De
ese modo una escala de 1 a 5 podria considerar
la calidad del ecosistema estudiado como mala,
regular, buena, muy buena o excelente. Los valo-
res mas bajos de dicha escala expresarian baja
calidad y, los mas altos, mejor calidad. La presen-
tacion en forma conjunta de distintos indices de-
beria realizarse de modo ordenado (por ejemplo,
representando un semaforo donde el circulo infe-
rior simbolice el resultado de un indice quimico
de calidad del agua; el intermedio represente el
resultado del indice de calidad bidtica y, el supe-
rior, el indice de calidad de ribera y/o de habitat).
Este modo de presentacién resume informacion
y nos facilitaria aproximarnos a una primera vi-
sién del grado de integridad ecoldgica de ese
ecosistema. Una misma coloracion para los tres
circulos del semaforo expresara un bajo, medio o
alto grado de integridad ecoldgica de ese ecosis-
tema. Por otro lado, diferentes colores permitirdn

detectar problemas u orientar acerca de si la inte-
gridad ecoldgica esta afectada por el deterioro de
las areas de ribera, por una baja calidad del agua
o por un conjunto de factores asociados a la des-
truccion de habitats que reducen los valores de
los indices bioldgicos. A su vez, |a falta de colora-
cion en alguno de los indicadores, expresara que
este aspecto no ha sido estudiado o calculado en
ese ecosistema en particular (Fig. 1).

Debe tenerse en cuenta que la integridad ecol6-
gica y su valoracion surgira de tener en cuenta el
conjunto de indicadores. Para realizar una evalua-
cién adecuada, deberd evaluarse la informacion
de los distintos indices teniendo en cuenta que la
calificaciéon correspondiente a la integridad eco-
I6gica deberia resumirse en el valor mediano. De
ese modo, se indicara como valor de integridad al
indicado por el color que aparezca con mas fre-
cuencia o, si no lo hubiera, al color que indique un
valor intermedio entre todo lo analizado.

En la evaluacion de la integridad ecoldgica se ana-
lizan tramos del ambiente fluvial que se eligen por
su representatividad del paisaje o de la situacién
a analizar. Si se quiere extender esa valoracion a
toda una cuenca, se deberia trabajar con el valor
mediano de todos los registrados en la cuenca
para cada uno de los indicadores. También puede
ser importante separar los sectores altos (nacien-
tes), medio y bajo de la cuenca para tener una vi-
sion mas ajustada de los cambios que se habrian
producido en su integridad ecoldgica.

Es importante encarar el estudio de los cuerpos de
agua desde una perspectiva general aplicando me-
todologias que incluyan no solo los indicadores fisi-
coquimicos y bioldgicos, sino también la perspec-
tiva de la integridad ecologica de los ecosistemas
acuaticos. De otra manera, las visiones seran siem-
pre parciales y las propuestas incompletas. Asi, se

Interpretacion de la integridad ecoldgica
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a. El circulo inferior
indica calidad quimica
del agua, el
intermedio calidad
bidtica y el superior
calidad del area
riberefa. El conjunto
de los mismos servira
para

establecer el grado de
integridad

ecoldgica del
ecosistema.

c. Se indica Buena
calidad de los
indicadores
guimicos, bidticos
y de ribera. Debe
interpretarse
como Alta
integridad
ecoldgica

del ecosistema
fluvial.

b. El color Rojo indica
Mala calidad de los
indicadores quimico,
bidticos y de ribera.
Debe interpretarse
como baja integridad
ecoldgica del
ecosistema fluvial.

d. Se indica Buena
calidad del indicador
guimico pero Mala
del bioindicador y
regular del area
riberefia. El problema
seria destruccién o
modificacién de
habitat. La integridad
ecoldgica esta
comprometida.

000 o000

Figura 1. Semaforo del estado del ambiente fluvial.

Clave de colores sugeridas para las respuestas de los indicadores

Azul Calidad Muy buena a Excelente
Verde Calidad Buena

Amarillo Calidad Regular

Rojo Calidad Mala

Negro Calidad Muy Mala

podra llegar a tener un panorama mucho mas com-
pleto y comparable entre regiones que deberian ser-
vir de base para politicas de Estado dirigidas a la
proteccién de los ecosistemas acuaticos.

Como conclusién, consideramos que es importan-
te consolidar la bioindicacién como herramienta,
para que puede ser utilizada para la realizacion de
programas de biomonitoreo como ocurre, desde
hace afos, en otros paises. La implementacion

Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina

de los bioindicadores en programas de monito-
reo permitird una evaluacion mas completa de los
ecosistemas, ya que brindara informacion sobre el
estado del ecosistema acuatico en un momento
o periodo determinado. Asi, el procedimiento de
bioindicacion se constituye en una herramienta
complementaria al proceso de monitoreo. Si se
pretende evaluar la integridad ecoldgica de los
ecosistemas para tomar decisiones de gestion,
se debera conocer el estado y la evolucion de los
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ecosistemas en el tiempo. De otro modo, solo se
hablara de su calidad hidrolégica, quimica o fisica,
pero no se sabra realmente si los organismos pue-
den vivir en esos ambientes. Tampoco qué tipo de
organismos viven alli y, mucho menos, cuales son
sus respuestas ante distinto tipo de estresores.

Las herramientas y conceptos presentados en
este libro de técnicas son una primera aproxima-
cioén para el desarrollo de programas de monito-
reo. Esperamos que sea el inicio de una nueva eta-
pa en la que, sin duda, es necesaria una estrecha
colaboracién entre los organismos de gestion y
aplicacion, y la Academia.
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Anexo 1. Calculo IDP Protocolo REMAQUA Final (1)
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Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina

Anexo 2. IHRPlata

REFERENCIAS
OBJETIVO DEL iNDICE

DESCRIPTORES DEL iNDICE

METODOLOGIA DE CAMPO

DEFINICIONES RELEVANTES

<« volver al indice

indice del Habitat del Rio de la Plata (IHRPlata)

Gémez, N. y J. Cochero. 2013. Un indice para evaluar la calidad del habitat en la Franja Costera Sur del Rio de la Plata y su
vinculacidn con otros indicadores ambientales. Ecol Austral, 23:18-26.

indice de la calidad del habitat costero de la Franja Costera Sur del Rio de la Plata, adaptable a otros estuarios y grandes
rios con los ajustes pertinentes referidas particularmente a los patrones de la sucesion espacial de la vegetacion riparia
antropizados

1. Vegetacion riberefia

2. presencia de infraestructuras introducidas por el hombre
3. Ocurrencia de basura acumulada en la linea de costa

4. Indicadores bidticos que delatan el déficit de oxigeno

Definir tres paralelas a la costa: una de 300m, una de 200m, y una de 100m, como indica la figura, sobre la linea de

pleamar
En las parcelas de 100m x 1m: estimar cualitativamente (si/no) la presencia de basura o residuos en cada parcela
En las transectas cada 20m en el tramo de 200m: establecer en cuantas transectas se observa la sucesién completa de la

vegetacion natural (juncal / pajonal mixto / bosque higrofilo)

En el tramo de 300m: establecer la presencia de barreras fisicas y de organismos indicadores de déficit de oxigeno

W

Nar A
> ‘;J “ J&‘ “

g g T

!
I

Juncal: Zonas de vegetacion con suelo inundado dominados por juncos (Schoenoplectus californicus (Mey) Steud)

Bosque higrofilo: Vegetacion compuesta principalmente por sauce criollo (Salix humboldtiana ) y ceibo (Erythrina crista-
galli)

Estructuras temporarias: artificiales, como campamentos o casillas temporales

Murallas: paredes construidas para delimitar el avance del agua sobre el terreno, de manera longitudinal al cuerpo de agua

Organismos indicadores de déficit de oxigeno: organismos acuaticos que se desarrollan bajo condiciones de bajas
condiciones de oxigeno, ejemplos: bacterias filamentosas blanquecinas como Beggiatoa sp. (ver foto)

Pajonal mixto: Zonas de vegetacidn con suelo innundable dominados por cortaderia (Cortaderia selloana ), Scirpus
giganteus ,y Zizaniopsis bonariensis entre otros

Rellenos: agregado de escombros / ladrillos / tierra para avanzar el terreno sobre el frente de agua

Foto 1. Bacterias filamentosas blanquecinas (género Beggiatoa ) que indican la deficiencia de oxigeno en el agua, indicadas
con el circulo rojo

Anexo 2. IHRPlata
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SITIO

FECHA/HORA

TRANSECTA

Residuos / Basura (10
parcelas en 100 metros)

Si=0;No=1

Estado de la vegetacion
(10 transectas en 200 metros)

Sucesion completa = 1;
Sucesion incompleta = 0

Barreras fisicas
(un tramo de 300 metros)

Sin modificaciones = 10

Estructuras temporarias = 7.5
Estructuras temporarias y rellenos = 5
Estructuras temporarias, rellenos y
escolleras/muelles = 5

Murallas = 0

Indicadores de déficit de oxigeno
(un tramo de 300 metros)

Presentes =0

Ausentes = 1

Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina

Anexo 2. IHRPlata
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REFERENCIAS

OBJETIVO DEL iNDICE

DESCRIPTORES DEL
iNDICE

METODOLOGIA DE
CAMPO

DEFINICIONES
RELEVANTES

indice del Habitat del Rio de la Plata (IHRPlata)

Gomez, N. y J. Cochero. 2013. Un indice para evaluar la calidad del habitat en la Franja
Costera Sur del Rio de la Plata y su vinculacion con otros indicadores ambientales. Ecol
Austral, 23:18-26.

indice de la calidad del habitat costero de la Franja Costera Sur del Rio de la Plata,
adaptable a otros estuarios y grandes rios con los ajustes pertinentes referidas
particularmente a los patrones de la sucesién espacial de la vegetacion riparia
antropizados

1. Vegetacion riberefia
2. presencia de infraestructuras introducidas por el hombre
3. Ocurrencia de basura acumulada en la linea de costa

4. Indicadores bidticos que delatan el déficit de oxigeno

Definir tres paralelas a la costa: una de 300m, una de 200m, y una de 100m, como indica la
figura, sobre la linea de pleamar

En las parcelas de 100m x 1m: estimar cualitativamente (si/no) la presencia de basura o
residuos en cada parcela

En las transectas cada 20m en el tramo de 200m: establecer en cuantas transectas se
observa la sucesion completa de la vegetacion natural (juncal / pajonal mixto / bosque
higréfilo)

En el tramo de 300m: establecer la presencia de barreras fisicas y de organismos
indicadores de déficit de oxigeno

Escaldpuraal & mmﬁmds M‘g

H“% a&w Wu yw

Cacala pam ol indicador dol satado de ln vegetscdn
o LERE InDETTA e

L Escala para o ndicador do bameras fkces i
IO mearns

Juncal: Zonas de vegetacién con suelo inundado dominados por juncos
(Schoenoplectus californicus (Mey) Steud)
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indice del Habitat del Rio de la Plata (IHRPlata)

Bosque higréfilo: Vegetacidn compuesta principalmente por sauce criollo
(Salix humboldtiana) y ceibo (Erythrina crista-galli)

Estructuras temporarias: artificiales, como campamentos o casillas tem-
porales

Murallas: paredes construidas para delimitar el avance del agua sobre el
terreno, de manera longitudinal al cuerpo de agua

Organismos indicadores de déficit de oxigeno: organismos acudticos que
se desarrollan bajo condiciones de bajas condiciones de oxigeno, ejem-
plos: bacterias filamentosas blanquecinas como Beggiatoa sp. (ver foto)

Pajonal mixto: Zonas de vegetacion con suelo innundable dominados por
cortaderia (Cortaderia selloana), Scirpus giganteus, y Zizaniopsis bona-
riensis entre otros

Rellenos: agregado de escombros / ladrillos / tierra para avanzar el terre-
no sobre el frente de agua

Foto 1. Bacterias filamentosas blanquecinas (género Beggiatoa) que indican la
deficiencia de oxigeno en el agua, indicadas con el circulo rojo

Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina Anexo 3. Planilla IHRPlata
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Uso del suelo: actividades que se realizan en la zona adyacente al arroyo. Por ejemplo: urbana, industrial,
agricola, ganadero, recreativo, natural.

Zona de ribera o riparia: area al borde del cauce adonde se desarrolla vegetacidn semiacudtica o
terrestre
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Melignani, E. 2017. Pautas para la remediacion y recuperacion de dreas sujetas a contaminacion mixta de cuencas
urbanas y periurbanas de llanura. Tesis doctoral Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos

OBJETIVO DEL iNDICE

DESCRIPTORES DEL INDICE

Aires.

Evaluacion de la calidad de riberas que contempla las caracteristicas de
cuencas urbanas y periurbanas de la llanura pampeana impactadas por
contaminacién mixta

Caracteristicas fisicas del espacio ripario
1. Ancho del espacio ripario con vegetacion asociada (m)

2. Conectividad entre el curso del agua y el ecosistema ripario adyacente
(%margen libre de obstaculos en los 100m)

3. Caracteristicas de las riberas (grado de erosién/impermeabilizacion ribera)
4. Caracteristicas del canal (grado de modificacion: canalizado/natural)

5. Continuidad del cauce (cauce continuo/interrumpido)

Estructura y cobertura de la vegetacion riparia

6. Cobertura vegetal general (% ribera cubierta de vegetacién)

7. Suelo desnudo (% suelo desnudo)

8. Plantas flotantes libres (ausencia/presencia)

9. Plantas palustres (%orilla cubierta)

10. Herbaceas nativas (%area de muestreo cubierta)

11. Herbéceas exdticas (%area de muestreo cubierta)

12. Plantas lefiosas nativas (%drea de muestreo cubierta)

13. Plantas lefiosas exdticas (%area de muestreo cubierta)

14. Relacion plantas palustres (nativas)/herbaceas nativas (cociente entre %)
15. Relacion herbaceas nativas/exdticas (cociente entre %)

16. Relacion plantas lefiosas nativas/exdticas (cociente entre %)

17. Relacion plantas lefiosas nativas/exéticas invasoras (cociente entre %)
Impactos sobre el cuerpo de agua y las riberas

18. Estructuras y vias de acceso humano al curso de agua y sus riberas
(presencia estructuras y construcciones)

19. Basura (acimulos de basura/ausencia)

20. Descargas de efluentes (presencia/ausencia)

21. Caracteristicas organolépticas del agua (presencia/ausencia)
22. Dragado del sedimento (presencia/ausencia maquinarias)
23. Agricultura (presencia/ausencia campos)

24. Ganaderia (presencia/ausencia ganado)

Uso del suelo cercano

25. Industria (presencia/ausencia actividad industrial)

26. Area urbana (presencia e intensidad urbanizacion)
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27. Area recreativa (presencia/ausencia)

28. Area protegida o reserva natural (ausencia/presencia)

Definir dos areas de 5000 m2 paralelas al curso de agua (100 m paralelos por
50 m perpendiculares), una para cada margen.

Para cada margen, completar los descriptores en la planilla de campo,
seleccionando 1,2,3 0 4.

al.m
? 100 m s
— .
PSSR CUrso de agua - sessy
a0 m
100 m
- .

Canal/Cauce: concavidad del terreno, natural o artificial, por donde corre un rio, un
canal o cualquier corriente de agua.

Caracteristicas organolépticas del agua: color, olor, sabor

Conectividad: grado de conexidn y continuidad entre el canal o cauce y la
ribera.

Continuidad del cauce: con interrupciones o no del curso de agua por
estructuras humanas

Descargas de efluentes: sitios delimitados de ingreso de agua directo
al arroyo, sin pasar por la zona de ribera. Por ejemplo: cafios de desagiie
industrial, canaletas, zanjas

Dragado: Si el cauce fue modificado por obras hidraulicas que remueven el
sedimento

Herbaceas nativas/exéticas: hierbas o pastos. La presencia de herbaceas
constituye gran parte de la identidad original de la vegetacion de los rios de
llanura pampeanos. Corresponden naturalmente a ese ambiente (nativas) o
fueron introducidas o plantadas (exéticas)

Naturalidad del canal fluvial: grado de intervencion que puede surgir el
cauce por intervencién humana.

Plantas flotantes libres: plantas acuaticas o semi-acuaticas que no estan
unidas al sedimento del rio

Plantas lefiosas nativas/exéticas: Arboles y arbustos que corresponden
naturalmente a ese ambiente (nativas) o que fueron introducidas o plantadas
(exdticas)

Plantas palustres: plantas que pueden desarrollarse tanto en el agua como
en suelos saturados o muy humedos, cuyas hojas emergen por arriba de la
superficie del agua. Ej: Typha (totora)

Suelo desnudo: suelo sin cubierta vegetal

Uso del suelo: actividades que se realizan en la zona adyacente al arroyo. Por
ejemplo: urbana, industrial, agricola, ganadero, recreativo, natural.

Zona de ribera o riparia: 4rea al borde del cauce adonde se desarrolla
vegetacién semiacuatica o terrestre
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indice de Calidad de Riberas Pampeanas (ICRP) SITIO
Basilico, G. 0. 2014. Evaluacion del impacto de ingresos puntuales de contaminantes en arroyos de llanura y pautas para su remediacion (Tesis FECHA/HORA
Doctoral. Universidad Nacional de General Sarmiento). Parametro | # | Descripcion MARGEN| 1 | D
OBJETIVO DEL iNDICE Evaluacién de la calidad de riberas para cursos de agua de la regién pampeana l.a > 80 % de cubierta vegetal de la zona de ribera
g
. 1.b  50-80 % de cubierta vegetal
DESCRIPTORES DEL INDICE .
. 1.c 10-50 % de cubierta vegetal
PARTE A Grado de cubierta . - £
1. Grado de cubierta de la zona de ribera -y conectividad- (%cobertura vegetal) de la zona de 1d <10 % de cubierta vegetal
2. Estructura de la cubierta vegetal (% hierbas palustres) ribera l.e La conectividad entre el ecosistema riberefio y adyacente es total
. ; - . - i N 5
3. Calidad de la cublerta vegetal (relacién nativas/exdticas) 1.f  Laconectividad entre el ecosistema riberefio y adyacente es superior al 50 %
4. Grado de naturalidad del canal fluvial (naturalidad/modificacién del cauce) 1 g La conectividad entre el ecosistema riberefio y adyacente es entre 25-50 %
PARTE B .
5. Tipo de suelo y topografia 1.h La conectividad entre el ecosistema riberefio y adyacente es inferior al 25 %
6. Uso del suelo adyacente a la ribera 2.a  Cobertura de hierbas palustres (hp) superior al 90 % de la superficie
) 7. Aportes laterales 2.b  Cobertura de hp entre 75-90 % de la superficie
METODOLOGIA DE CAMPO Estructura de la 2.c  Cobertura de hp entre 50-75 % de la superficie
Seleccionar un tramo de 100 m de longitud cuyo punto medio coincida aproximadamente con los puntos de cubierta 2.d Cobertura de hp: 25-50% de la sup. y en el resto los arbustos superan el 25 %
treo de calidad d ficiales. < .
muestreo de calidad de aguas superticiales E 2.e  Cobertura de hp: <50 %y el resto de la cubierta con arbustos entre 10-25 %
DEFINICIONES RELEVANTES [} 2.f  Sin hp por debajo del 10 %
Canal/Cauce: concavidad del terreno, natural o artificial, por donde corre un rio, un canal o cualquier corriente de c p N N -
o - . ) A - 3.a Sélo existen especies vegetales autdctonas
Aportes laterales: sitios delimitados de ingreso de agua directo al arroyo, sin pasar por la zona de ribera. Por <
ejemplo: cafios de desagiie industrial, canaletas, zanjas W 3.b Predominan especies autdctonas pero hay individuos de especies no arbdreas exoticas
Conectividad: grado de conexién y continuidad entre el canal o cauce y la ribera. E 3.c Sin especies autéctonas
Naturalidad del canal fluvial: grado de intervencidn que puede surgir el cauce por intervencion humana. < 3.d Hay arboles nativos
Plantas nativas/exéticas: Corresponden naturalmente a ese ambiente (nativas) o fueron introducidas o plantadas o. . . . . . . . o
Plantas palustres: plantas que pueden desarrollarse tanto en el agua como en suelos saturados o muy humedos, Callda.d dela 3.e Com.umdad en franja longitudinal continua adyacente al canal fluvial en 50-75 % de la
cuyas hojas emergen por arriba de la superficie del agua. Ej: Typha ( totora) cubierta longitud del tramo |:|:

Suelo permeable/impermeable: Si absorben bien el agua. Ejemplo: los suelos con altos contenidos de arcilla (tosca) Comunidad en franja longitudinal continua adyacente al canal fluvial en > 75 % de la longitud
son impermeables 3.f del tramo

Uso del suelo: actividades que se realizan en la zona adyacente al arroyo. Por ejemplo: urbana, industrial, agricola,
ganadero, recreativo, natural.

Zona de ribera o riparia: drea al borde del cauce adonde se desarrolla vegetacidon semiacudtica o terrestre 3.h Hay de 50-100 % de la superficie cubierta por drboles exdticos
4.a El canal del rio no estd modificado

4.b  Modificaciones de las terrazas adyacentes sin reduccion del canal

3.g Hay de 0-50 % de la superficie cubierta por arboles exéticos

Grac!o de 4.c Modificaciones de las terrazas adyacentes al lecho del rio con reduccién del canal
naturalidad del - — —
. 4.d  Signos de alteracion y estructuras que modifican el canal
canal fluvial
4.e  Estructuras transversales
4.f Rio canalizado en la totalidad del tramo
5.a  Suelos permeables y baja pendiente
5.b  Suelos permeables y pendientes moderadas
Tipo de suelo y 5.c  Suelos impermeables y baja pendiente
topografia 5.d Suelos impermeables y pendientes moderadas
5.e  Zonas de almacenamiento transitorio de agua
5.f Relieve plano
6.a  Area protegida municipal, provincial o nacional
6.b  Lotes baldios sin ganaderia o ganaderia extensiva
Uso del suelo 6.c  Cultivos o ganaderia intensiva
adyacente a la 6.d  Urbanizacién
ribera 6.e  Industrial

6.f Si hay 50 % o mas de superficie destinada a espacios verdes publicos

6.g Sihay menos de 50% de superficie destinada a espacios verdes publicos

7.3 Ausencia de afluentes o canales

7.b  Canales de drenaje local o afluentes intermitentes
7.c Canales pluviales

7.d  Canales combinados (pluviales+cloacales)

7.e  Canales cloacales o industriales

7.f  Descarga directa

Aportes laterales

PARTE B. TERRENO ADYACENTE A LA RIBERA
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Basilico, G. 0. 2074. Evaluacidn del impacto de ingresos puntuales de contaminantes en arroyos de llanura y pautas para
su remediacion (Tesis Doctoral. Universidad Nacional de General Sarmiento).

OBJETIVO DEL INDICE

DESCRIPTORES DEL iNDICE

METODOLOGIA DE CAMPO

DEFINICIONES RELEVANTES

Evaluacion de la calidad de riberas para cursos de agua de la region pampeana

PARTE A

1. Grado de cubierta de la zona de ribera -y conectividad- (%cobertura vegetal)
2. Estructura de la cubierta vegetal (% hierbas palustres)

3. Calidad de la cubierta vegetal (relacion nativas/exéticas)

4. Grado de naturalidad del canal fluvial (naturalidad/modificacién del cauce)
PARTE B

5. Tipo de suelo y topografia

6. Uso del suelo adyacente a la ribera

7. Aportes laterales

Seleccionar un tramo de 100 m de longitud cuyo punto medio coincida
aproximadamente con los puntos de muestreo de calidad de aguas superficiales.

Canal/Cauce: concavidad del terreno, natural o artificial, por donde corre un rio,
un canal o cualquier corriente de agua.

Aportes laterales: sitios delimitados de ingreso de agua directo al arroyo, sin
pasar por la zona de ribera. Por ejemplo: cafios de desagiie industrial, canaletas,
zanjas

Conectividad: grado de conexion y continuidad entre el canal o cauce y la ribera.

Naturalidad del canal fluvial: grado de intervencidn que puede surgir el cauce por
intervencién humana.

Plantas nativas/exéticas: Corresponden naturalmente a ese ambiente (nativas) o
fueron introducidas o plantadas (exéticas)

Plantas palustres: plantas que pueden desarrollarse tanto en el agua como
en suelos saturados o muy humedos, cuyas hojas emergen por arriba de la
superficie del agua. Ej: Typha (totora)

Suelo permeable/impermeable: Si absorben bien el agua. Ejemplo: los suelos
con altos contenidos de arcilla (tosca) son impermeables

Uso del suelo: actividades que se realizan en la zona adyacente al arroyo. Por
ejemplo: urbana, industrial, agricola, ganadero, recreativo, natural.

Zona de ribera o riparia: area al borde del cauce adonde se desarrolla vegetacion
semiacudtica o terrestre

Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina Anexo 7. Planilla ICRP
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Urban Stream Habitat Index (USHI)

Cochero, J., Cortelezzi, A., Tarda, A.S., Gomez, N., Santiago Tarda, A. & N. Gomez. 2016. An index to evaluate the fuvial habitat degradation in lowland urban

OBJETIVO DEL iNDICE

DESCRIPTORES DEL iNDICE

METODOLOGIA DE CAMPO

DEFINICIONES RELEVANTES

streams. Ecol Indic, 71:134-144 . doi: 10.1016/].ecolind.2016.06.058

Permite evaluar la calidad del habitat fluvial de arroyos de llanuras en dreas urbanas

En el cauce:

1. Cobertura de la vegetacion acuatica

2. Macrdfitas flotantes

3. Macrdfitas flotantes arraigadas

4. Macrofitas emergentes

En los bancos:

5. Vegetacion en bancos

6. Elementos artificiales en los bancos (ladrillos, cemento, etc.)
7. Angulo de los bancos

En la ribera:

8. Arboles y arbustos exdticos

9. Basura o residuos >3cm

10. Estructuras permanentes artificiales

En todo el tramo

1. Alteraciones del cauce (dragados, canalizados)

Delimitar con cinta métrica un tramo representativo del arroyo de 100 metros de longitud, y 30 metros de ancho a cada
margen.

Dividir el tramo de 100 metros en 10 parcelas (10mts c/u), tanto en el cauce como en los bancos y en la ribera.

Recorrer cada parcela marcando en la planilla de datos con 1 0 0 lo observado para cada parametro del cauce (descriptores 1-
4), de los bancos (5-7) y de la ribera (8-10) para cada parcela.

Los descriptores de los bancos y de la ribera se deben cuantificar separadamente para cada margen.

Una vez recorridas las parcelas, evaluar el descriptor 11 una sola vez para todo el tramo.

Canal/Cauce: concavidad del terreno, natural o artificial, por donde corre un rio, un canal o cualquier corriente de agua.

Bancos: borde o limite del arroyo o rio en caudal normal que puede tener distinta inclinacién.

Canalizado: obra hidraulica que involucra la cementacion o pavimentacion del lecho del rio parcial o totalmente
Dragado: obras hidrdulicas que remueven el sedimento y modifican o canalizan el curso natural del rio
Estructuras permanentes artificiales: por ejemplo viviendas, puentes, murallas, asfalto

Macrdfitas emergentes: plantas acuaticas o semi-acudticas enraizadas al sedimento y con la mayoria del tallo fuera del agua

Macrdfitas flotantes arraigadas: plantas acudticas o semi-acuaticas cuyas hojas asoman de la superficie pero estan enraizadas
al sedimento

Macrofitas flotantes: especies que no estan arraigadas al sustrato y que flotan sobre la superficie del agua. Ejemplos: Lemna

Zona de ribera o riparia: drea al borde del cauce adonde se desarrolla vegetacion semiacuatica o terrestre

Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina Anexo 8. USHI
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Urban Stream Habitat Index (USHI)

Cochero, J., Cortelezzi, A., Tarda, A.S., Gémez, N., Santiago Tarda, A. & N. Gémez. 2076. An index to evaluate the fuvial habitat
degradation in lowland urban streams. Ecol Indic, 71:134-144 . doi: 10.1076/j.ecolind.2016.06.058

OBJETIVO DEL INDICE Permite evaluar la calidad del habitat fluvial de arroyos de llanuras en areas urbanas

DESCRIPTORES DEL iNDICE

En el cauce:

1. Cobertura de la vegetacion acudtica

2. Macrofitas flotantes

3. Macrdfitas flotantes arraigadas

4. Macrofitas emergentes

En los bancos:

5. Vegetacion en bancos

6. Elementos artificiales en los bancos (ladrillos, cemento, etc.)

7. Angulo de los bancos

En la ribera:

8. Arboles y arbustos exéticos

9. Basura o residuos >3cm

10. Estructuras permanentes artificiales

En todo el tramo

1. Alteraciones del cauce (dragados, canalizados)
METODOLOGIA DE CAMPO

Delimitar con cinta métrica un tramo representativo del arroyo de 100 metros de longitud, y
30 metros de ancho a cada margen.

Dividir el tramo de 100 metros en 10 parcelas (10mts c/u), tanto en el cauce como en los
bancos y en la ribera.

Recorrer cada parcela marcando en la planilla de datos con 1 0 0 lo observado para cada
parametro del cauce (descriptores 1-4), de los bancos (5-7) y de la ribera (8-10) para cada
parcela.

Los descriptores de los bancos y de la ribera se deben cuantificar separadamente para
cada margen.

Una vez recorridas las parcelas, evaluar el descriptor 11 una sola vez para todo el tramo.

DEFINICIONES RELEVANTES

Canal/Cauce: concavidad del terreno, natural o artificial, por donde corre un rio, un canal o
cualquier corriente de agua.

Bancos: borde o limite del arroyo o rio en caudal normal que puede tener distinta
inclinacion.

Canalizado: obra hidraulica que involucra la cementacién o pavimentacion del lecho del rio
parcial o totalmente

Dragado: obras hidraulicas que remueven el sedimento y modifican o canalizan el curso
natural del rio

Estructuras permanentes artificiales: por ejemplo viviendas, puentes, murallas, asfalto

Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina Anexo 9. Planilla USHI
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Urban Stream Habitat Index (USHI)

Macrdfitas emergentes: plantas acudticas o semi-acudticas enraizadas al sedimento y con
la mayoria del tallo fuera del agua

Macroéfitas flotantes arraigadas: plantas acuaticas o semi-acuéticas cuyas hojas asoman
de la superficie pero estan enraizadas al sedimento

Macréfitas flotantes: especies que no estan arraigadas al sustrato y que flotan sobre la
superficie del agua. Ejemplos: Lemna

Zona de ribera o riparia: area al borde del cauce adonde se desarrolla vegetacion
semiacuatica o terrestre

Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina Anexo 9. Planilla USHI
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ICR (indice de Conservacion Riberefia)

Troitifio, E., M. C. Costa, L. Ferrari y A. Giorgi. 2010. La conservacion de las zonas riberefias de arroyos pampeanos. Actas del Congreso de
Hidrologia de Llanuras: 1256-1263.

OBJETIVO DEL iNDICE Evaluar la calidad de ribera de los arroyos pampeanos en zonas agricolas

DESCRIPTORES DEL iNDICE
1. Uso de lotes adyacentes: Comparacion entre el uso observado con previsto para el tipo de suelos

2. Uso de margen: Uso habitual de la ribera (pastoreo, recreacién, abrevaderos, etc.)

3. Cobertura vegetal: Suelo desnudo hasta vegetacion natural

4. Ingresos: Sitios delimitados por donde el agua penetra al arroyo directamente sin pasar por zona de
ribera

5. Forma del cauce: Perfil del arroyo, forma de las margenes y la planicie aluvial

6. Ancho: El ancho ideal de las zonas de amortiguacion riberefias

7. Limites: Presencia de limites definidos que prohiban el ingreso al arroyo (ej: alambrados)

METODOLOGIA DE CAMPO

Delimitar con cinta métrica un tramo representativo del arroyo de 100 a 200 metros de longitud.

En cada margen del arroyo, evaluar los 7 descriptores del indice con un valor del 1 al 10 para cada uno,
eligiendo una de las opciones en la planilla de campo

DEFINICIONES RELEVANTES
Uso del suelo: actividades que se realizan en la zona adyacente al arroyo. Por ejemplo: urbana, industrial,
agricola, ganadero, recreativo, natural.
Ingresos: sitios delimitados de ingreso de agua directo al arroyo, sin pasar por la zona de ribera. Por
ejemplo: cafios de desaglie industrial, canaletas, zanjas
Canal/Cauce: concavidad del terreno, natural o artificial, por donde corre un rio, un canal o cualquier
corriente de agua.

Zona de ribera o riparia: area al borde del cauce adonde se desarrolla vegetacién semiacuatica o terrestre

Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina Anexo 10. ICR
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6.2 100% o mas de ancho suelo riberefio
6.b 90% de ancho suelo riberefio
6.c 80% de ancho suelo riberefio
6.d 70% de ancho suelo riberefio

Ancho del area 6.e 60% de ancho suelo riberefio

ribereiia 6.f 50% de ancho suelo riberefio
6.g 40% de ancho suelo riberefio
6.h 30% de ancho suelo riberefio
6.i 20% de ancho suelo riberefio
6.j 10% o menos de ancho suelo riberefio
7.2 Area protegida, alambrada, sefializada y controlada
7.b  Alambrado continuo sin accesos/Agricultura con setos vivos
7.c Alambrado continuo con accesos controlados
7.d Alambrado continuo con accesos limitados
Limites de 7.e Limites netos, acceso dificil o poco probable, sin transito riberefio
margenes 7.f Limites netos, acceso ocasional a las margenes y al arroyo

7.g Limites netos con accesos amplios, discontinuidad de margenes
7.h Limites algo difusos, con acceso y transito frecuente
7.1 Limites difusos, con accesos y transito permanente
7.j Limites muy difusos, trdnsito permanente, pasos y abrevaderos notables

SITIO
FECHA/HORA
Parametro # | Descripcién MARGEN| |
1.a Conservado. Area protegida
1.b Ganaderia extensiva con baja carga animal
1.c Ganaderia extensiva con alta carga animal
Uso de lotes 1.d Ganaderia intensiva/engorde, pasturas plurianuales
1.e Ganadero agricola
adyacentes ;
1.f Agricola ganadero
1_g Agricultura conservacionista/cobertura permanente
1.h Agricultura tradicional
1.i Agricultura intensiva (horticultura, fruticultura)
1.j Feed lot, pastoreo en pasturas muy degradadas
2.a Conservacion de biodiversidad/Area protegida
2.b Conservacidn con uso recreativo ocasional
2.c Usoy manejo controlados
2.d Uso ocasional (recreativo)
, 2.e Pastoreo controlado ocasional
Uso de margenes .
2.f Pastoreo ocasional no controlado
2.g Pastoreo frecuente y aguada
2.h Aguada controlada
2.i Aguadadegradada
2.j Aguada permanente
3.a Zonade reserva, area protegida (vegetacion nativa). Cobertura 100%
3.b Vegetacion nativa + adventicia, altura > 2m. 2 estratos
3.c 1,5m <Altura vegetacidn < 2m, colchdn vegetal
Estado de 3.d 1m <Altura vegetacién < 1,5m, colchdn vegetal
cobertura lotes 3.e 0,5m < Altura vegetacién < 1m, algin sendero. Cobertura 100%
adyacentes 'y 3.f 0,3m < Altura vegetacion < 0,5m, senderos varios 1 estrato
mérgenes 3.g 0,15m < Altura vegetacién < 0,3m, escaso pisoteo. Media densidad
3.h 0,15m < Altura vegetacién < 0,3m, cobertura >75%, cobertura <100%
3.i 0,05m < Altura vegetacién < 0,15%, 75% <cob<50%, 1 estrato
3.j Altura<0,05m, cobertura < 50% Baja densidad
4.a 100% del lecho del arroyo libre de sedimentos
4.b 90% del lecho del arroyo libre de sedimentos
4.c 80% del lecho libre de sedimentos
4.d 70% del lecho del arroyo libre de sedimentos
4.e 60%del lecho del arroyo libre de sedimentos
Ingresos . .
4.f 50% del lecho del arroyo libre de sedimentos
4.g 40% del lecho del arroyo libre de sedimentos
4.h 30% del lecho del arroyo libre de sedimentos
4.i 20% del lecho del arroyo libre de sedimentos
4.j 10% o menos del lecho del arroyo libre de sedimentos
5.2 Margenes verticales sin terrazas
5.b Margenes verticales, pendiente muy suave
5.c Margenes verticales, pendiente suave
5.d Margenes verticales, pendiente apreciable
5.e Margenes verticales, terrazas aluviales conservadas
Forma del cauce , -
5.f Margenes segmentados en pocos sitios
5.8 Margenes segmentados en muchos sitios
5.h Margenes profundamente segmentados
5.1 Margenes aplanados, cauce poco profundo
5.j Aplanado, cenagoso, pisoteado, sin limites definidos
Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina Anexo 10. ICR
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ICR (indice de Conservacion Riberefia)

Troitifio, E., M. C. Costa, L. Ferrari y A. Giorgi. 2070. La conservacion de las zonas riberefias de arroyos pampeanos.
Actas del Congreso de Hidrologia de Llanuras: 1256-1263.

OBJETIVO DEL iNDICE Evaluar la calidad de ribera de los arroyos pampeanos en zonas agricolas

DESCRIPTORES DEL iNDICE

1. Uso de lotes adyacentes: Comparacion entre el uso observado con previsto
para el tipo de suelos

2. Uso de margen: Uso habitual de la ribera (pastoreo, recreacion, abrevaderos,
etc.)

3. Cobertura vegetal: Suelo desnudo hasta vegetacion natural

4. Ingresos: Sitios delimitados por donde el agua penetra al arroyo
directamente sin pasar por zona de ribera

5. Forma del cauce: Perfil del arroyo, forma de las margenes y la planicie
aluvial

6. Ancho: El ancho ideal de las zonas de amortiguacion riberefias

7. Limites: Presencia de limites definidos que prohiban el ingreso al arroyo (ej:
alambrados)

METODOLOGIA DE CAMPO

Delimitar con cinta métrica un tramo representativo del arroyo de 100 a 200
metros de longitud.

En cada margen del arroyo, evaluar los 7 descriptores del indice con un valor
del 1 al 10 para cada uno, eligiendo una de las opciones en la planilla de
campo

DEFINICIONES RELEVANTES

Uso del suelo: actividades que se realizan en la zona adyacente al arroyo. Por
ejemplo: urbana, industrial, agricola, ganadero, recreativo, natural.

Ingresos: sitios delimitados de ingreso de agua directo al arroyo, sin pasar por
la zona de ribera. Por ejemplo: cafios de desagiie industrial, canaletas, zanjas

Canal/Cauce: concavidad del terreno, natural o artificial, por donde corre un
rio, un canal o cualquier corriente de agua.

Zona de ribera o riparia: area al borde del cauce adonde se desarrolla
vegetacion semiacudtica o terrestre

Técnicas de monitoreo para ecosistemas fluviales de la Argentina Anexo 11. Planilla ICR
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ECOREGION PATAGONICA 25 £%
Kutschker Adriana Mabel, Brand Cecilia y Papazian Gabriela - 77~ -> = Cand
Apéndice 1 AT e
Calificacion de la zona de ribera de los ecosistemas fuviales Ul s e s if:\
indice QBRp (modificado de Munné et al. 1998, 2003).
Estacion: Fecha:

S

T TP e

Grado de cobertura de la zona de ribera. Puntuacion entre 0 y 25
Puntuacion |

20 | >80 % de cubierta vegetal de la zona de ribera (las plantes anuales no se contabilizan)
15 | 50-80 % de cubierta vegetal de la zona de ribera
10 | 10-50 % de cubierta vegetal de la zona de ribera

5 <10 % de cubierta vegetal de la zona de ribera

+5 si la conectividad entre el bosque de ribera y el ecosistema forestal/natural adyacente es total
+2 si la conectividad entre el bosque de ribera y el ecosistema forestal/natural adyacente es superior al 50%

2 si la conectividad entre el bosque de ribera y el ecosistema forestal/natural adyacente es entre 25 y 50%
-5 si la conectividad entre el bosque de ribera y el ecosistema forestal/natural adyacente es inferior al 25%

Estructura de la vegetacion de ribera (se contabiliza toda la zona de ribera). Puntuacion entre 0 y 25
Puntuacion

18 | cobertura de arboles superior al 75 %

cobertura de arboles entre el 50 y 75 % o cobertura de arboles entre el 25 y 50 % y en el resto de la

15 cubierta los arbustos superan el 25 %

10 | cobertura de arboles inferior al 50 % y el resto de la cubierta con arbustos entre 10 y 25 %

5 sin arboles y arbustos por debajo del 10 %

+5 | sien la orilla la concentracion de helofitos o arbustos es superior al 50 %
+2 | sien la orilla la concentracion de helofitos o arbustos es entre 25y 50 %
+2 | silos arboles tienen un sotobosque arbustivo

-2 | si hay una distribucion regular (linealidad) en los pies de los arboles y el sotobosque es > 50 %
-2 | silos arboles y arbustos se distribuyen en manchas, sin una continuidad
-5 | sihay una distribucion regular (linealidad) en los pies de los arboles y el sotobosque es < 50 %

Calidad de la vegetacion de ribera (depende del tipo morfologico de la ribera y el orden 16tico*). Puntuacion entre 0 y 25
Puntuacion

15 | nimero 6ptimo de especies arboreas autdctonas

10 | numero de especies de arboles autdctonos inferior al 6ptimo

5 sin especies de arboles autoctonos

+5 | sila comunidad forma una franja longitudinal continua adyacente al canal fluvial en mas del 75% de la

longitud del tramo
+2.5| si la comunidad forma una franja longitudinal continua adyacente al canal fluvial entre el 50 y 75% de
la longitud del tramo
[ Tipol | Tipo2 | Tipo3 |
+5 | Si el nimero diferente de especies de arbustos es +2 +3 +4

-2.5 | si hay alguna sp. de arbol y/o arbusto aloctono aislada
-5 | sihay sp. de arboles y/o arbustos aldctonos formando comunidades

Grado de naturalidad del canal fluvial. Puntuacion entre 0 y 25
Puntuacion

25 | el canal del rio no ha estado modificado

20 | modificaciones de las terrazas adyacentes sin reduccion del canal

15 | modificaciones de las terrazas adyacentes al lecho del rio con reduccion del canal

10 | signos de alteracion y estructuras que modifican el canal

estructuras transversales

rio canalizado en la totalidad del tramo

Puntuacion final (suma de las puntuaciones de cada apartado) | |
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* Determinacion del tipo morfologico de la zona de ribera (apartado 3)

Sumar el tipo de desnivel de la orilla derecha e izquierda, y sumar o restar segiin los otros dos items
(existencia de islas y porcentaje de sustrato duro).

Puntuacion

|T ipos de desnivel de la zona riparia

Izquierda Derecha

Vertical/concavo (pendiente > 75°), con una

Max. crecidas

Max. crecidas

Apéndice 2

< volver al indice 257

Imagenes que ilustran los diferentes niveles de calidad de los bosques de ribera segiin el

indice QBRp.

altura no superable por las maximas avenidas S Y 6 6
**\Crecidas ordinarias Crec. ordinarias
Igual pero con un pequeiio talud o orilla gaciidx crecidas = Méx. crecidas
inundable periddicamente (avenidas ] : S 5 5
ordinarias) \_Crecidas ordinarias |- " i Crec. ordinarias
Max. crecidas Méx. crecidas
Pendiente entre el 45 y 75 °, escalado o no. La
pendiente se cuenta con el angulo entre la "\ Crecidas ordinarias | - "\\| @ Crec. ordinarias 3 3
horizontal y la recta entre la orilla y el Gltimo i 5
punto de laribera. Xa>ZX b
Méax. crecidas
b Max. crecidas
Pendiente entre el 20 y 45 °, escalonado o no. Crecidas ordinarias a_ Crec. ordinarias
Ta<Xb s — 2 2
Méax. crecidas
Pendiente < 20 °, ribera uniforme y llana. [ T Crecidas ordinarias 1 1
| Existencia de una isla o islas en el medio del lecho del rio
Anchura conjunta “a” > 5 m — -2
- SN / a
Emm
Anchura conjunta “a” entre 1 y 5 m -1
| Porcentaje de sustrato duro con incapacidad para enraizar una masa vegetal permanente |
> 80 % No se puede medir
60 - 80 % +6
30-60 % +4
20-30% +2
>5-20% +1 Referencias
| Puntuacion total
A: Calidad Muy buena, estado natural
Tipo morfolégico segiin la puntuacion
> 8 Tipo1 | Riberas cerradas B: Calidad buena, bosque ligeramente
5y8 Tipo 2 Riberas con una potencialidad intermedia para soportar una zona vegetada perturbado
<5 Tipo 3 Riberas extensas

C: Calidad intermedia, inicio de alteracion

Nimero éptimo de especies arbdéreas segiin tipo morfoldogico y orden lotico importante,

Orden 16tico
Tipo morfolégico Bajo Medio Alto D: Calidad mala, alteracion fuerte
1 1-2 2 >2
2 1-2 3 >3 E: Calidad muy mala, degradacion extrema
3 1-2 >3 >4 ’
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