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SUMMARY 

ASSESSING ORGANIC POLLUTION ON TRANSPLANTED AQUATIC 
BRYOPHYTES UTILIZING PHEOPIGMENT RATIOS (IREGUA RIVER, L.I\ 
RIOJA, SPAIN). 

Key words: Aquatic bryophytes, organic pollution, pheopigment 
ratios. 

· The OD 665/0D 665 acidified ratio and the OD 430/9D 41.ff., 
ratio, representing the chlorophylls/pheopigments relative 
proportion, were utilized as organic pollution indicators, 
They were tested on transplanted aquatic bryophytes that 
were collected from an unpolluted area in the upper part of 
the river and carried to both an unpolluted Station·located 
in the middle (BOD5 0,5-2,5 mg.1-1) and to ·a polluted one 
in the lower course (BOD5 4. 5-174 mg.1-1 ) • Three species 
were selected: the liverwort Jungermannia cf. exsertifolia 
Steph. ssp. cordifolia (Dum,) Vaña and the mosses Fontinalis 
antipyretica Hedw._and Brachythecium rivulare B.S.G. 

The liverwort was more sensitive than the mosses, 
perhaps because-of its simpler structure and carpet growth, 
Results showed good correlation between both ratios and with 
BOD5, being concluded that OD 430/0D. 410 ratio. is as good 
indicator as OD 6ú5/0D 665a and easier to utilize since 
acidification is not needed for its calculation, 

INTRODUCCION 

En los últimos· años han proliferado los estudios sobre bioindicado­
res que tienen como p.rotagonistas a Briofitos, y varios autores (Leblanc y 
Rao, 1975; Rao, 1982; Brown, 1984; Mühle, 1984) han realizado revisiones so­
bre la materia, resaltando las•ventajas que tiene este grupo vegetal sobre 
otros ·(mayor sensibilidad·, posibilidad de integrar la· contaminacióñ. en el 
tiempo, etc.). La mayor parte de los trabajos se refieren a diversos aspectos 
de la contaminación atmosfirica y sus efectos sobre los briofitos terrestres 
y epifitos (S02, metales-pesados, herbicidas, contaminación radiactiva,_ etc.). 

Los sistemas· acuático-s han recibido sin embargo menor atención, 
Empain ( 1973) aplicó el "Indice de Desarrollo" para diferenciar estaciones 
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según su contaminación a lo largo del río Sambre, teniendo en cuenta la diver 
sidad y el cubrimi~nto de los briofitos en cada estación, de manera similar. 
al Indice de Pureza Ambiental de Leblanc y De Sloover (1970) para epifitos. 
Empain (1978) Qefinió un índice·de calidad de aguas en función de las espe­
cies briofíticas presentes y· sus respectivos coeficientes de toxifobia. · 
Vrhovsek y col. (1981) intentan establecer un sistema de saprobidad con macro 
fitos, y apunt~n que los musgos son particularmente útiles para una ev~lua= 
ción rápida de las condiciones de polución del río Savinja, comparando poste­
riormente dos r~os mediante es·te. método y análisis numéricos (Vrhovsek y col., 
1984). Jones (1985) utiliza briofi~os acuáticos en la prospección geoquímica 
de oro y plata. Wehr y col. (1983) revisan la metodología para monitorizar 
metales pesados en el río Hoegne (Belgica) con ayuda de musgos, y otros auto­
res tratan el mismo tema (Say y Whitton, 1983; Wehr y Whitton, 1983 a y b; 
entre otros). Asimismo los briofito·s acuáticos actúan como indicadores de la 
contaminación radiactiva (Kirchmann y Lambinon, 1973; Sarosiek y col., 1980; 
Maurel-Kermarrec y col., 1983). 

Benson-Evans y Williams (1976) y Peñuelas (1984.a) utilizan trasplan 
tes de musgos para indicar la contaminación fluvial, valiéndose de técnicas 
morfológicas y del análisis de pigmentos, respectivamente. Los trasplantes 
permiten la implantación de briofitos en los cursos bajos delos ríos, que muc"has 
veces presentan contaminación pero de donde generalmente los briofitos están 
ausentes (Slack y Glime, 1985; Hutchinson, 1975; Peñuelas y Cat¡lán, 1983), 
entre otros factores por la incapacidad de competir con fanerógamas en dichos 
ambientes. 

Todavía no se han desarrollado excesivamente las técnicas ecofisioló 
gicas para monitorizar contaminación orgánica con briofitos acuáticos. Peñue= 
las ( 1984 a) utiliza la composición pigmentaria y diversos índices· de -p-igme.n­
tos, que tambié_n se han aplicado en estudios de contaminación atmosférica con 
líquenes (Rao y Leblanc,. 1965; Beek1ey y Hoffman, 1981; · Beltman y col., 
1980) y plantas superiores (Rabe y Kreeb, 1980, entre otros muchos), así como 
en diversos estudios ecológicos (Margalef, 1983). 

Para el presente estudio se han utilizado tres especies de briofi­
tos, dos musgos y una hepática, que se trasplantaron desde el curso alto del 
río Iregua (La Rioja, ·España) a dos estaciones aguas abajo, una de aguas pu­
ras ·Y otra con problemas episódicos de. contaminación orgánica. Los índices 
DO 665/DO 665 acidificada y DO 430/DO 410 se tomaron como indicadores del de­
terioro sufrido por los briofitos, entre otras variables. Ambos índices tie­
nen relación con la proporción de feopigmentos en los tejidos respecto a la 
clorofila, y mostraron buenas cbrrelaciones entre sí. 

MATERIAL Y METODOS 

Recolección y trasplante 

Los briofitos sobre los que se realizó la experiencia (la hepática 
Jungermannia cf. exsertifolia Steph. ssp. cordifolia (Duro.) Vaña y los musgos 
Fontinalis antipyretica Hedw. y Brachythecium riyulare B.S.G.) fueron recole~ 
tados en Mayo de 1986 en el arroyo de los Senestillos, cerca de Pajares (La 
Rioja), a 1350 m de altitud en la cuenca alta del río Lumbreras, afiuente 
del Iregua. Crecían sobre ·arcillas arenosas y cu~i-zarenitas de la facies 
Purbeck-Weald (Jurásico y_ Cretácico), y estaban completamente sumergidos. El 
material recogido fue rápidamente trasplantado a la estación iibre de contami 
nación (Villanueva de Cameros, 900 m de altitud) y a la contaminada (Alberite, 
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440 m), introduciendo cada especie por separado en bolsas construidas con má­
lla de plástico verde suficientemente laxa para evitar un déficit excesivo 
de radiación luminosa. Cada grupo de 3 bolsas se fijaba mediante hilo de.pita 
a un mástil metálico, y éste era clávado en el lecho del río de man'era que 
las boÍsas, arrastradas por la corriente, se mantuviesen a una profundidad 
aproximada de 20 cm. En cada estación se colocó un número de mástiles sufi­
ciente para realizar una recolecta semanal durante un mínimo de 10 .semanas 
(12 Mayo - 13 JuliÓ de 1986). El procedimiento es el de Benson-Evans y 
Williams (1976) modificado. Los lugares seleccionados para el transplante en 
Alberite y Villanueva se eligieron teniendo en cuenta criterios ~e similari­
dad de condiciones ambientales (luminosidad, velocidad de corriente), accesi­
bilidad y prevención de destrucción deliberada del montaje. 

Cálculo de los índices de feofitinización 

El material trasplantado era transportado semanalmente al laboratorio 
en nevera portátil á 5°C de temperatura, y era lavado en agua destilada y al­
macenado en oscuridad a 5°C. Dentro de las 24 horas siguientes a la recolec­
ción, se seleccionaban los 4 cm, finales de los tallos de Foritinalis, las ra­
mificaciones del año, en Brachythecium y los tallos completos de Jungermannia. 
Se hidrataba completamente el tejido, se eliminaba el agua sobrante con papel 
de filtro y se pesaban aproximadamente 80.mg. de la primera especie y 150 mg. 
de las otras dos. Estas cantidades de material erañ molidas en mortero manual 
mente, con 5.ml •. de acetona al 80% mantenida a 4°C. El extracto se filtraba 
por GF/C Whatman, y se medían las absorbancias a 665, 430 y 410 nm. en un es­
pectrofotómetro Spectronic 2000 de Bausch & Lomb. A los 15 minutos tras acidi 
ficar el extracto ~on HCl lN y agitar (Lorenzen, 1967), se volvía a medir la 
absorbancia a 665 ~m. Se realizaron tres réplicas de cada muestra. Tod9_el 
proceso se llevaba a cabo en un ambiente de baja ilúminación, para prevenir 
la foto-oxidación de los pigmentos. 

Análisis de aguas 

Fueron realizados con muestras tomadas semanalmente de forma parale­
la a las recolecciones de briofitos en Villanueva y Alberite, y dentro de las 
24 horas siguientes a su recogida. Los análisis comprendían un total de 20 
parámetros fís~co-químicos habituales. La temperatura se.medía "in situ". 

Tratamiento estadístico 

Se aplicaron tests de significación de las medias para establecer 
las diferencias significativas a tres niveles diferentes (5%, 1% y 1 pór mil). 
Los datos se procesaron con un ordenador Apple. 

Nomenclatura taxonómica 

Para los musgos se siguió a Casas (1981) y para las hepáticas a 
Duell (1983). 

RESULTADOS 

Con respecto a la caracterización físico-q~ímica de las.est~ciones 
de trasplante, Villanuev.a se establecía· como uria estación poco mineral·izada 
(conductividad entre 77 y 128 JlS.cm-1 en el periodo muestreado) y libre de 
contaminación (DB0 5 entre 0,5 y 2,5 mg.1-1). Alberite mostraba una minerali­
zación a.cusada (298.:.756 fS.cm-1) y sufría episodios de contaminación orgáni­
ca, como en general ocurre en los cursos bajos de los principales ríos rioja-



290 

175 

-"T'" 

o, 

E -
LO 

o 
m 
o 

Fig. 1.-

170 

15 

10 

5 

o 1 . 2 3 4 5 6 7 8 9 
SEMANAS 

Evolución de la BD05 en el período muestreado en la estación contami 
nada (Alberite,e) y pura (Villanue-~a,O). -
Changes in BOD 5 in the sampled period, at the polluted (Alberite, 
et) and control stations (Villanueva,O). 

nos (ATP, 1984). La mineralización de Alberite provino de dos fuentes: el 
aporte de cationes del sustrato geológico que atraviesa el río desde Villanue 
va (calizas del Jurásico y conglomerados terciarios, en su mayor parte.), y 
el abonado de las importantes huertas y cultivos de las vegas del río aguas 
arriba de Alberite. La evolución de la DB05 queda reflejada en la Fig. 1. Mo~ 
tró en Alberite un máximo relativo en la semana 2 con 15,1 mg.1-li y un máxi­
mo absoluto en las semanas 7 y 9 con valores en torno a 170 mg;1-. 

El Índice DO 665/DO 665 acidificado mostró unos valores iniciales 
(semana O, material recolectado· en Pajares y no trasplantado) de 1,469 e·n 
Jungermannia, 1,540 en Fontinalis y 1,466 en Brachythecium (Fig. 2-4). En la 
estación de Villanueva, el Índice se mantuvo en general por encima de estos 
valores, sin grandes variaciones a lo largo del tiempo. En Alberite, Jungerma­
nnia registró un significativo aumento en la semana 1, para descender fuerte­
mente en la 2 y 3 (1,279), recuperarse en el período 4-6 (1,430) y volver a 
caer posteriormente (mínimo de 1,148). En Fontinalis y Brachythecium, el co­
ciente conservó sus registros iniciales o los incrementó ligeramente hasta 
las semanas finales, en las que bajó significativamente. 

El índice DO 430/DO 410 valía inicialmente 1,282 en JungermaQnia, 
1,360 en Fontinalis y 1,310 en Brachythecium (Fig. 2-4). La evolución en el 
tiempo es muy similar al anterior Índice, con un rango de variación parecido 
(en torno a 0,5 unidades) y coeficienfes de variación muy bajos, en general 
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Fig. 2.- Cambios de los índices DO 665/DO 665 acidificado (A) y DO 430/DO 410 
(B) en la estación contaminada (Alberite,9) y pUra (Villanueva,O) 
para Junge.rmannia· cf. exsertifolia ssp. cordifolia. Cada valor es m~ 
dia de tres, y se representan los errores típicos •. 
Changes in OD 665/0D 665 acidified ratio (A) and in OD 430/0D 410 
ratio (B) at the polluted (Alberite,9) and control stations (Villa­
nueva, O) for· Jungermannia cf. exsertifolia ssp. cordifolia. ··Each 
value is the mean of three, and standard deviation values are given. 

menores al 5%. En Villa11ueva todas las especies conservaron dichos valores 
durante todo el experimento. En Alberite, Jungermannia llegó a un mínimo rel~ 
tivo en la semana 3 (0,948) y al mínimo absoluto en la 9 (0,774), con descen­
sos y recuperaciones significativ~s al 1 por mil. Brachythecium y Fontinalis 
mantuvieron los cocientes iniciales hasta la semana 6, con resultado-s signifi 
c-ativamente más bajos ·que en" Villanuev·a en el primero pero no en el segundo; 
sin embargo, a partir de la semana 7 se observó un acusado descenso _en ambas 
especies, hasta mínimos de 1,131 y 0,902, respectivamente. 

Las correlacione.s entre las medias semanales de ambos índices en la 
estación contaminada fueron de 0,95 en Jungermannia y 0,98 en Fontinalis, pe-
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Fig. 3.- Cambios de los Índices DO 665/DO 665 acidificado (A) y DO 430/DO 410 
(B) en la estación contaminada (Alberite,8) y pura (Villanueva,O) 
para Fontinalis antipyretica. Cada valor es media de tres, y se re­
presentan los errores típicos. 
Changes in OD 665/0D 665 acidified ratio (A) and in OD 430/0D 410 
ratio (B) at the polluted (Alberite,8) and control stations (Villa­
nueva,0) for Fontinalis antypyretica. Eac:h value is the mean of 
three, and standard deviation vatues are given. 

ro sólo de 0,33 en Brachythecium. En Villanueva las correlaciones son muy ba­
jas. 

DISCUSION 

En la extracción de pigmentos se ha preferido la acetona al 80% que 
otros métodos recientemente desarrollados para briofitos, como el dimetilsul­
fóxido (Alpert, 1984;· Raeymaekers, 1986 a y b), por la mayor información' dis­
·ponible para el _pri111ero en cuanto a comportamiento de los pigmentos extraídos. 

La cuantificación de pigmentos de degradación de las clorofilas ha 
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Fig. 4.- Cambios de lbs índices DO. 665/DO 665 acidificado (A) y DO 430/DO 410 
(B) en la estaci.Ón contaminante (Alberite,8) y pura (Vil~anueva,O) 
para Brachythecium rivulare. Cada valor es media de tres, y se repr~ 
sentan los errores típicos. 
Changes in OD 665/0D 665 acidified ratio (A) an~ in OD 430/0D 410 
ratio (B) at the polluted (Alberite,8) and control stations. (Vi­
\lanueva,O) for B:cachythecium rivulare. Eaci:l, value is the mean -of 
three, ·and standard deviatiop.values are given. 

sido una técnica ampliamente usada en la estimación de la vitalidad de pobla­
cione~ de fitoplancton, líquenes, briofitos y plantas superiores. Fundamental 
mente se han descrito ecuaciones para el cálculo· de feofitina a {Lorenzen-:-
1967), pigmento marrón producto de la degradación de clorofila. a, mediante 
acidificación del extracto en diversos disolventes, forzando la sustitución 
del Mg ~uelado en la mQlécula de clorofila por dos protones. Las ieofitirias 
tienen su máximo de absorción en el azul a longitudes de onda más cortas 
(410-415 nm frente a los aproximadamente _435 de l_as clorofilas), y ·el máximo 
en él rojo ligeramente hacia longitudes de onda más largas (diferenciad¿ 1-
5 nm), según señala Vernon ( 1960). Sin embargo, al acidificar extractos de 
~egetalei con cl¿rofila~ a y b, aparecen suq dos feofitinas.correspondientes, 
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con lo que existe una.mezcla de al menos cuatro pigmentos (Vernon, 1960), con 
.la añadida dificultad de que las velocidades de feofitinización de ambas clo­
rofilas son diferentes (Laval-Martin, 1985). De aquí el riesgo de utilizar 
tan sólo el contenido en: feofitina a de las muestras como indicador de vitali 
dad, y la cautela c.on que sería deseable aplicar las diversas ecuaciones pari 
obtener los contenidos en clorofilas, pues en extractos con feofitinas se es­
tarán invariablemente sobreestimando las clorofilas (Laval-Martin, 1985). Por 
otra parte, una acidtficación excesiva provoca la.degradación ulterior de las 
feofitinas hacia feoforbidas u ·otros productos más simples (Goodwin, 1965; 
Holm-Hansen y Riemann, 1978), registrándose resultados absurdos al aplicar 
las ecuaciones de Loren.zen (1967). 

Los índices pigmentarios utilizados en el presente trabajo sólo po­
seen un valor comparativo, pero no se ven alterados por algunas de las difi­
cultades descritas. El' índice DO 430/DO 410 se calcula sin someter a la mues­
tra al proceso de acidificación, aprovechando los diferentes máximos de absor 
ción dé las clorofilas .y·sus correspondientes feofitinas en el azul, aunque 
en esa zona del espectro pueden interferir los carotenoid~s (Ronen y Galun, 
1984). Al cociente DO 665/DO 665 acidificado puede afectarle un exceso de áci 
do, obteniéndose valores superiores a los reales, y quizá sea esa la causi 
de las bajas correlaciones encontradas entre ambos índices en algunos casos. 

Los dos cocientes procuran información sobre la vitalidad de las po­
blaciones de briofitos y sobre los efectos de la contaminación orgánica en 
Alberite, donde las correlaciones obtenidas entre ambos índices son muy altas 
en Jungermannia y Fontinalis, así como las correlaciones entre la DB05 y am­
bos índices (mayores que 0.95 en Fontinalis y alrededor de 0.70 en Jungerma­
nnia). En Brachythecium sólo la DO 430/DO 410 muestra correlación con la DB05 
(0.91), por lo que hay que pensar en un exceso de acidificación en la obten­
ción del.otro cociente en esta especie. Correlaciones similares a las descri­
tas se observaron, en la estación contaminada, entre ambos índices y la DB05 
acumulada en el tiempo. De aquí puss se ratifica la utilidad de los cocientes 
experimentados en la monitorización de la contaminación orgánica en ríos. Pe­
ñuelas· (1984 a) ya advirtió la adecuación Óptima del índice DO 665/DO 665 ac. 
para esta aplicación, y también lo utilizó en la estimación de los efectos 
de la emersión de briofitos acuáticos y la inmersión de terrestres (Peñuelas, 
1984 b), pero no experimentó con el cociente DO 430/DO 410, que resulta igual 
mente ·siginificativo y más cómodo de obtener. Sin embargo, Rabe y Kreeb (1980) 
encuentran preferible la concentración de clorofila a en estudios de contami­
nación atmosférica sobre plantas superiores, que las concentraciones de feo­
fitinas •. Los métodos aplicados a cada caso dependerán pues del vegetal y la 
contaminación que se deseen estudiar. 

En Villanueva las correlaciones entre ambos índices son bajas, pero 
la interpretación de sus resultados en el tiempo es similar: prácticamente 
no hay alteraciones en la vitalidad inicial de las especies, lo que asegura 
que los briofitos utilizados soportan bien los trasplantes y pueden conside­
rarse como poblaciones-control. Los índices también mostraron en Villanueva 
bajas correlacionei con la DB05, por lo que se infiere que en esta estación 
son otros factores distintos de la contaminación orgánica los que influyen 
en la evolución de los índices en el tiempo, 

Ambos cocientes son capaces de discriminar la diferente sensibilidao 
de las especies a la contaminación org_ánica: Jungermannia es la especie • más 
sensible_, ya que acusa ·el primer episodio de contaminación en Alberite, aun­
que se recupera posteriormente para caer definitivamente en la segunda conta-
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minac1on, mucho más severa y prolongada, y originada por la apertura de un 
nuevo punto de vertido de aguas residuales directamente al río, unos 50 m. 
aguas arriba del lugar donde estaban situados los trasplantes. Fontinalis (Pe 
ñue las, 198-4 a) y Brachythecium son más resistentes, y · sólo se deterioran e-;:;: 
la segunda contaminación. Esta diferente sensibilidad puede relacionarse con 
la menor capacidad de regulación de la hepática frente a los musgos, influida 
por su mayor simplicidad estructural, su forma de c·recimiento formando densos 
céspedes (quepueden albergar más material particulado que los tallos indivi­
dualizados y flexibles de Fontinalis), y la disposición de sus hojas, desple­
gada frente a la imbricación de los filidios de los musgos. El efecto de la 
morfología de los briofitos y líquenes sobre la absorción de materiales ya 
fue apuntada por Rao y col. (1977) en relación con la contaminación atmosfé­
rica, encontrando que los factores más importantes eran la densidad de pobla­
ción, la forma de crecimiento y las propiedades de.la cutícula. 

Los índices descritos, pues, revelan su utilidad en la monitoriza­
c1on de la contaminación orgánica en ríos, y las correlaciones encontradas 
entre ambos índices (DO 665/DO 665 acidificada y DO 430/DO 41-0), y también 
con la DBO 5, · permite.n ·proponer e 1 segundo como más cómodo en su utilización 
que el primero e igual de efectivo, cuando no se requierari contenidos totales 
de feofitinas. 
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