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ABSTRACT )

Water level, chlorophyll "a" concentration and natural polyphenolic
concentration of several temporary ponds of the Dofiana N. P. were recorded
during two successive hydrological periods (1990-91). Flooding produced a rapid
enrichment of these compounds dissolved in the water (>12 mg/L), whereas
chlorophyll.a concentration was markedly reduced. Natural polyphenolic compounds
were artificially leached from littoral and terrestrial vegetation commonly
abundant around the ponds. Fresh and 5-6 week-old leachates of each type of
vagetation were added to laboratory cultures of Chlamydomonas s8p., an algal
gpecies isolated from the ponds, resulting in different growth levels.

Equally, each different leachate was added separatedly to natural
phytoplankton communities in plastic tubes inside a pond. In both cases,
littoral vegetation leachates yielded higher growth level than terrestrial
vegatation leachates, although only in the field experiment there were some
difference between fresh and 5-6 week-old leachates. The ratio C/N of each
leachate suggests that their different sensibility to microbial degradation
would explain their different influence on phytoplankton growth.

INTRODUCCION

En los ecosistemas acufiticos, la materia orgénica muerta o detritus tiene
dos origenes posibles: autéctono, generado dentro del sistema y aléctono,
generado en el exterior.

Tradicionalmente @e ha concedido mucha importancia al estudio de la
descomposicién de la materia al6ctona en rios y arroyos y, no hay duda de que la
hojarasca constituye una importante fuente de carbono y energia en dichos
sistemas (Suberkropp et al., 1976; Fustec et al. 1988; Bunn, 1988; Allred y
Giesy, 1988; Gessner y Schwoerbel, 1989). Por el contrario, en lo que se refiere
a sistemas lénticos, han sido muy abundantes los estudios acerca del origen,
quimica y funcionamiento de la materia hGmica (principalmente autéctona) en
lagos y embalses (Visser, 1984; De Haan et al., 1984; Mcknight et al.,  1988;
Moran y Hodson, 1990), pero la importancia del aporte aléctono proveniente de la
vegetacién emergente y terrestre en estos sistemas se ha documentado en muchos
menos casos (Rich y Wetzel, 1978; Boon et al., 1982). Igualmente puede decirse
de otros sistemas lénticos menores (como marismas, lagunas, turberas, zonas
pantanosas, etc), a pesar de que, en la mayoria de los humedales, las rutas
detriticas estin dominadas por los aportes vegetales de plantas vasculares (Day,
1982; Benner et al., 1985; Webster & Benfield, 1986, Moran et al., 1989).

Durante periodos de fuerte inundacién, las lagunas del Parque Nacional de
Dofiana reciben un gran aporte de material aléctono proveniente del lavado del
suelo y la vegetacién que las rodea (Serrano, 1992). Las lluvias excepcionales
registradas en los @iltimos afios produjeron un gran aumento de la concentracién
de compuestos polifenSlicos solubles en las lagunas. Dichos compuestos, como
taninos y ligninas, son caracteristicos del metabolismo secundario de las
plantas vasculares (Hedges,1988; Haslam, 1989). Durante el tiempo que
permanecieron las altas concentracionese de estos compuestos, la biomasa
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fitoplancténica fue mis escasa dque durante otros afios sin tal perturbacién
(Serrano y Guisande 1990, Toja et al.1991).

El objeto de este estudio fue ensayar el efecto de estos compuestos sobre
el crecimiento del fitoplancton mediante cultivos en el laboratorio de
Chlamydomonas s8p., una especie aislada de las lagunas y contrastar los
resultados con los obtenidos en comunidades naturales, a través de ensayos de
campo.

AREA DE ESTUDIO

El Parque Nacional de Dofiana, situado en la costa atlantica del suroceste
espafiol, esti dominado por un tipo de clima mediterréineo subhimedo, con una
pluviosidad media anual de 620 mm, que Se concentra en otofio y primavera; los
veranos son secos, con altas temperaturas y sin apenas lluvia ( 5 mm media
mensual).

A lo largo del margen noreste del sistema de dunas costeras, en el limite
con las arenas estabilizadas, la capa fredtica dunar descarga en un rosario de
lagunas peridunares. Dichas lagunas son generalmente temporales pudiendo secarse
durante los estiajes mis severos. Las cuatro lagunas gue componen este estudio
son temporales, peguefias y someras, aunque llegaron a aumentar mucho su
profundidad y &rea durante el momento de las inundaciones: Las Verdes hasta 0.3
Ha, Taraje hasta 6.1 Ha, 2ahillo hasta 3.1 Ha y Charco del Toro hasta 1.9 Ha
{Garcia~Novo et al., 1991).

MATERIAL ¥ METODOB

La cantidad de lluvia se midié usando pluviSmetros tipo Hellman de 200 cm?
de &rea colectora. Para medir el nivel del agua en las cubetas de las lagunas se
instalaron piezémetros de PVC de 4 cm de dimetro y varillas met&8licas.

Las lagunas se muestrearon a intervalos de 1 a 8 semanas dependiendo del
periodo de lluvias desde noviembre de 1989 hasta julio de 19991. Las muestras de
agua se recogieron de la superficie con botellas de Pexiglass de 2L y se
filtraron por filtros Whatman GF/C. La clorofila.a se extrajo con metanol a 4°C
durante 24 horas (Margalef, 1983) y su concentracién se estimé segGn la férmula
de Talling y Driver (en Vollenweider 1969). La concentracién total de
polifenoles solubles en el agua de las lagunas y en los extractos naturales se
midié siguiendo el método de Ragerman y Butler (1978) modificado por Serrano y
Guisande (1990), empleando &cido ténico comercial para la curva de calibracién.

Los extractos polifenflicos naturales se obtuvieron a partir de especies
tipicas de vegetaci6én litoral: Juncus effusus (Juncaceae) y Scirpus holoschoenus
(Cyperaceae) y de vegetacién terrestre: Halimium halimifolium (Cystaceae).
Dichas especies se sometieron a dos tratamientos diferentes: lavado de
vegetacién fresca durante 24-48 h con agua destilada (extractos "nuevos") y
descomposicién microbiana aerobia del material vegetal fresco en agua destilada
durante 5~7 semanas (extractos "viejos"). La relacién C/N se calculd midiendo el
contenido en C y N de una alicuota de los extractos 1liofilizados en un
analizador elemental Carlo Erba 1106. La especie de alga, Chlamydomonas sp.,
utilizada en los cultivos de laboratorio fue aislada de la laguna de "Las
Verdes"” y cultivada autotrSficamente en medio liquido Sueoka et al. (1967) a
30°C, en erlenmeyer de 150 mL, bajo luz y agitacién continuas. Bajo estas mismas
condiciones de crecimiento se realizaron los experimentos en el laboratorio,
utilizando dos réplicas para cada uno de los tratamientos: controles, extracto
"nuevo" de vegetacidn litoral, extracto "viejo" de vegetacidén litoral, extracto
"nuevo"” de vegetacidn terrestre y extracto "viejo" de vegetacibén terrestre. A
lo8 cultivos tratados se les afiadié una concentracién de 5-10 mg/L del extracto
de polifenoles solubles correspondiente.
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El crecimiento de los cultivos se estimé, por duplicado, para cada uno de
los tratamientos midiendo su clorofila.a segiin McKinney (1941).

El ensayo de campo se realizé en la laguna de Las Verdes, utilizéndo tubos
de metacrilato de 6 cm de difimetro y 1 m de altura clavados verticalmente en el
sedimento. Se utilizaron dos tubos como controles y un tubo para cada
tratamiento; la cantidad de clorofila.a se midié filtrando in situ un volumen de

35-50 mL cada 4-5 dias a lo largo de 3 semanas.

RESULTADOS ¥ DISBCUSION

Las precipitaciones registradas durante el periodo hidrolégico de 1989-30
fueron inusualmente abundantes, concentréndose en otofioc e invierno y
sobrepasando la media anual de 620 mm (Fig. l). Sin embargo, en el periodo 1990~
91 las lluvias fueron inferiores a la media anual. Debido a la gran diferencia
de precipitacién registrada en los dos periodos, la fluctuacién del nivel de
agua en las cuatro lagunas fue dristica (Figura 1), reflejandose en el
comportamiento de los restantes parimetros.
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Figura 1. Evolucién del nivel del agua a lo largo del periodo
de estudio: Las Verdes (eomercnceens), Taraje (e omemw— ),
2ahillo (~=w==~~) y Charco del Toro (....-..... ). Las lineas
verticales representan la lluvia caida en el intervalo entre
muestreos. 0 = nivel del suelo.

La evolucién -de la concentracién de polifencles solubles a lo largo de
este tiempo refleja la variacién del nivel del agua en las lagunas (Fig. 2). La
concentracién de clorofila.a presenta también profundas oscilaciones, siguiendo
un patrén generalmente opuesto al de los compuestos polifenélicos solubles.

La méxima concentracién de éstos corresponde al pericdo de precipitacién
m&s intensa -invierno de 1990 (Fig. 2)~. En la laguna del Charco del Toro la
concentracién de polifenoles comienza & incrementarse a partir de finales del
verano de 1990 y llega a alcanzar, de nuevo, valores altos tras el estiaje de
1991. Este aumento no estd relacionado con la precipitacién sino que, m&s bien,
se debe al efecto de concentraci6n debido a la brusca bajada del nivel de agua
que sufrieron estas lagunas.

Estudios previos han sefialado que el diferente tamafio de cada laguna
también est&8 en relacién con el momento en gque se alcanza la maxima
concentracién de polifenoles solubles (Serrano, 1992).

ABi, en la laguna menor (Las Verdes) el miximo enriquecimiento de estos
compuestos se alcanzé antes que en las demis lagunas (Fig. 2). Esto sugiere la
existencia de diversas fuentes que pueden aportar polifenoles al agua de estas
lagunas. El1 lavado del suelo y la vegetacién por la lluvia, junto con el
arrastre por escorrentia, podrian expli-car el enriquecimiento sGbito inicial
como ocurre en la laguna menor. La inundacién de la vegetacién que rodea a las
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lagunas, como consecuencia de la subida del nivel ‘del agua, explic;ria su
aumento posterior, especialmente en las lagunas mayores gque poseen un mayor area
de inundacién. Adem&s, se sabe gque la vegetacién que rodea estas lagunas es
capaz de liberar altas concentraciones de polifenoles solubles con la lluvia y
que, dicha concentracién, aumenta gradualmente desde las zonas mis cercanag al

litoral hasta la vegetacién =xerofitica que crece sobre sustrato arenoso

(Serrano, 1992).
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Figura 2. Evolucidn de la concentracién de polifenoles
solubles (w—Puwm) y clorofila.a (~-0---) en las lagunas.

Por tanto, el inusual y stGbito enriquecimiento de polifenoles solubles
durante el invierno de 1990 sugiere que existe un aporte externo a la habitual
zona de inundacién de las lagunas (caracterizada por la presencia de juncos).
Este aporte debe llegar de la vegetacién terrestre, tan rica en polifenoles
solubles. Por ello, se utilizaron dos tipos de extractos polifendlicos en los
ensayos en el laboratorio que corresponden con estos dos tipos de vegetacidn:
una eminentemente xerofitica (Halimum halimifolium, Cystaceae) y otra
higrofitica (Juncus effusus, Juncaceae y Scirpus holoschoenus, Cyperaceae).

"En términos generales, se considera gque la descomposicién de las plantas
vasculares consta de tres fases: a) una répida pérdida inicial por lavado
{"leaching™), b) una descomposicién microbiana y c) una fragmentacibén mecanica y
debida a macroinvertebrados. Durante el lavado, los compuestos més solubles son
liberados muy répidamente, con pérdidas sustanciales de compuestos orgénicos e
inorgénicos, a veces mis del 50% de la materia seca (Gopal, 1984). Algunos
autores estiman que esta pérdida supone un 25% durante las primeras 24 h
{Webster y Benfield, 1986), otros sugieren que oscila entre un 10-40% en el caso
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de los compuestos lignocelulésicos (Suberkropp et al., 1976), pero todos
coinciden en que esta liberacifn es completa tras las primeras 2-4 semanas de
descomposicién y que el material que queda es mAs resistente a la degradacién,
de modo que &sta prosigue més lentamente. Por ello, a cada tipo de vegetacidén
(xerofitica y palustre) se le aplicaron dos tratamientos que reflejaran estas
dos fases de la descomposicién: a) extracto "nuevo"™ y b) extracto "viejo".

_ 28 -
E 24 - %;.-

ﬁgg

pg clorofila/
_ e N
OrDNOO

horas

FPigura 3.- Crecimiento de los cultivos en los distintos
tratamientos: control ( ————f~—- ), vagetacibén palustre
"nueva" (~=d~~-- ) y "vieja (..--A---), vegetacidn terrestre
"nueva” (me[j--) y "vieja® (--[}--).

En la figura 3 se muestra el efecto de estos extractos sobre el
crecimiento de Chlamydomonas sp. cultivada en el laboratorio. En primer lugar,
B8e observa que el comportamiento de estos cultivos es diferente a lo largo del
tiempo, siendo notablemente alto el crecimiento de los cultivos tratados con
extracto de vegetacién palustre al término de la fase de crecimiento
exponencial. Asi mis-mo, en el ensayo de campo, el crecimiento en los tubos
. tratados con este tipo de extracto también fue superior a los demés, mientras

que los tubos tratados con extracto de vegetacién terrestre registraron el
crecimiento més bajo (Fig. 4).

En este ensayo se midieron las concentraciones de polifenoles inicial y

final, de modo que se pudo estimar la degradacién de estos productos a lo largo

del tiempo (Tabla 1).
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Figura 4. Crecimiento del fitoplancton en el ensayo de campo
bajo los mismos tratamientos: control (—e—— )} vegetaci6n
palustre "nueva" (we.bew-) y "vieja (....A....), vegetacién
terrestre "nueva" (.[J-~) y "vieja" (-[}-).
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Tabla 1.~ Concentraciones medias de compuestos polifendlicos solubles
(mg/L) en el ensayo de campo y porcentaje de los mismos desaparecido.

: CONCENTRACION
TRATAMIENTO INICIAL FINAL % DESAPARECIDO
Controles 10.7 3.2 70
Extracto nuevo veget. palustre 20.6 3.3 84
Extracto viejo veget. palustre 22.4 2.5 83
Extracto nuevo veget. terrestre 23.0 3.5 84
Extracto viejo veget. terrestre 25.2 5.1 79

Dado que los cultivos de laboratorio eran axénicos pero no estériles, se
produjo también una degradacién de los extractos a medida que se desarrollaba el
cultivo. Asi, la distinta tasa de degradacién de estos compuestos, seglin su
origen vegetal, podria explicar el diferente crecimiento de los cultivos
tratados con los extractos en las {iltimas etapas del experimento. La existencia
de distintas tasas de descomposicién se debe a la notable diferencia que poseen
las especies vegetales utilizadas en la relacidén C/N: para la vegetacién tipo
junco "nuevo" y "viejo" es 7 y 9, respectivamente, mientras que para la
vegetacién terrestre dicha relacién es 27 y 28.7, respectivamente.

Numerosos autores utilizan la relacién C/N para predecir la subsequente
descomposicién microbiana de ese material ya que, cuanto mayor sea dicha
relacién, menor ser& la pro~duccién bacteriana y menor la descomposicién del
material vegetal (Suberkropp et al., 1976; Dbay, 1982,). Ademis, son muchos los
estudios acerca de la descomposicién terrestre y acuédtica de la hojarasca que
demuestran la correlacién ne~gativa entre la tasa de descomposicién y el
contenido inicial de lignina (Suberkropp et al., 1976; Webster y Benfield, 1986;
Moran et al., 1989).

El extracto vegetal terrestre deriva de plantas lefiosas con un contenido
de componentes estructurales superior al de la vegetacién tipo junco, aungque se
sabe gque Juncus effusus es una especie rica en componentes lignocelulSsicos
(Boon et al., 1982).

El que las diferencias mis notables en el crecimiento aparezcan al término
de la fase exponencial se explica por el hecho de que estos compuestos producen
una limitacién nutricional, al ser capaces de acomplejar los metales traza
necesarios para el crecimiento (Serrano y Guisande, 1990). Dado que los
extractos vegetales palustres son mis susceptibles a la degradacién microbiana
gque los extractos terrestres, se puede Buponer gque las diferencias
estadigticamente significativas, obtenidas en el crecimiento de los cultivos
tratados, se deben a la desigual tasa de degradacidn. Adem&s, aquellos cultivos
tratados con extractos palustres superan a los controles durante las dltimas
etapas de crecimiento, como si poseyeran otras sustancias beneficiosas para el
crecimiento de los cultivos, cuyo efecto se hiciera aparente cuando los
constituyentes polifenSlicos de los extractos han sido finalmente degradados o
86lo permanecen en bajas concentraciones. De hecho, compuestos no
lignocelulésicos como azicares simples, aminoicidos, proteinas, 1lipidos vy
cationes (catt, K*, etc) son también lavados répidamente del material detritico
(Suberkropp et al., 1976; Webster y Benfield, 1986). El efecto positivo de los
extractos vegetales polifen6licos a baja concentracién ya ha sido constatado
antes en estudios a cerca de la actividad de exoenzimas aculticos (Serrano &
Boon, 1991).
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CONCLUSIONES

En conclusién, el crecimiento de Chlamydomonas sp. en el laboratorio
aparece mas afectado por el origen del extracto afiadido que por el estado de
degradacién en que éste se encuentre. En los cultivos tratados con extractos de
vegetacién palustre, el crecimiento de los cultivos fue superior al de los
controles y al de los cultivos tratados con extractos de vegetacifn terrestre.
Por el contrario, en el campo, el crecimiento de-los controles fue superior al
de los tubos tratados con extractos de vegetacibén terrestre, similar al de los
tratados con vegetacién palustre "vieja" e inferior al tratamiento con
vegetacién palustre "nueva". El escaso nimero de réplicas impide confirmar
estadisticamente los resultados. Estos y los obtenidos del resto de par&metros
medidos en el campo durante el afio 1989-91, sugieren que las caracteristicas de
estos extractos y su relacién con el medio natural podrian explicar la inusual
pérdida de 1la bjomasa fitoplancténica en las lagunas durante periodos
extremadamente lluviosos. En los afios secos y normales, la materia orgénica
al6ctona es aportada a las lagunas, fundamentalmente, por la vegetacién palustre
cercana, sin que exista un deterioro notable en el fitoplancton (como sucedid
" durante el periodo 1990-91). Sin embargo, en afios excepcionalmente lluviosos las
lagunas reciben mayores aportes de materia procedente de la vegetacién
terrestre, capaces de producir un dréstico y prolongado descenso en la biomasa y
produccidn fitoplancténica. Esta alternancia de altas y bajas productividades
fitoplanctdnicas a lo largo de desiguales ciclos hidrolbSgicos ha determinado que
en la literatura se haya calificado el estado tré6fico de las lagunas peridunares
de forma muy diferente: desde la eutrofia-mesotrofia a la distrofia, 1la
- pluviometria de los afios estudiados en cada tratajo (Allier et al., 1974; Montes
et al., 1982; LSpez et al., 1991, Toja et al., 1991).
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