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RESUMEN 

Sc ~iti1ir.a la peroxidación de Iípidos como indicador de contaminación orgáriica en el río Iregua (La Rioja, España), sobre Fontinalis 
untipyretica Hedw., un briófito acuático trasplantado desde un lugar libre de contaminación en el curso alto del río a dos estaciones de 
muestreo, una contaminada y otra no contaminada. La técnica consiste en la valoración espectrofotométrica del malondialdehido 
(MDA), un producto de la peroxidación de Iípidos, en el tejido vegetal. 

El contenido de MDA mostró buena correlación con la DBOs a lo largo del tiempo en la estación contaminada, por lo que aparece 
como un buen indicador de la senescencia vegetal causada por la contaminación orgánica. 

ABSTRACT 
LIPID PEROXIDATION IN AQUATIC BKYOPHYTES AFFECTED BY ORGANIC POLLUTION 

Lipid peroxidation in the aquatic bryophyte Fo/ztinalis anfipyrericn Hedw., estimated through the spectrophotometric determination 
of inalondialdchyde (MDA), has been used as an organic pollution indicator in the lregua river (La Rioja, Spain). The bryophyte was 
iransplanted froin a high-course non-polluted place to another non-polluted station located in the ~iiiddle course (Villanueva de 
Carneros, control station) and to a lower-course polluted one (Alberite). 

During the organic pollution episodes of Alberite, MDA leve1 clearly increased and it also showed a good correlation with BOD, al1 
over the experiment. The utilization of lipid peroxidation as indicator of plant senescence caused by organic pollution is discussed. 

Tradicionalmente se ha resaltado el papel del oxígeno en la 
respiración vegetal. Sin embargo, sólo en los últimos años se 
les ha prestado atención a otros procesos relacionados directa- 
mente coi1 el oxígeno y de trascendental importancia para plan- 
tas en estado de tensión. Bajo ciertas condiciones el oxígeno 
actúa como tóxico y los vegetales deben desplegar mecanismos 
defensivos contra él. Las principales especies activas de oxíge- 

no que resultan tóxicas son el anión superóxido, el radical 
hidroxilo, el peróxido de hidrógeno y el oxígeno singlete (LES- 
HEM, 198 1).  Su aparición puede estar causada por fenómenos 
de tres tipos (ELSTNER, 1982): antropogénicos (contamina- 
ción por herbicidas, metales pesados, SO,, CO, ozono, 

"smog"), parasíticos (infecciones) y ambientales (solarización, 
estreses térmicos, sequía, salinidad). Su toxicidad radica en las 
reacciones de foto-oxidación que son capaces de producir con 
moléculas-diana: proteínas, ácidos nucleicos, Iípidos, pigmen- 
tos, y especialmente carbohidratos y ácidos grasos poliinsatura- 
dos de membranas (LESHEM, 1981). Por ello están relaciona- 
dos íntimamente con la senescencia vegetal. Esta influencia sc 
cuantifica mediante diversas técnicas, entre ellas la peroxida- 
ción dc los Iípidos de membrana y la actividad de los enzimas 
que intervienen en el metabolismo de dichas especies activas 
(DHINDSA & MATOWE, 1981; DHINDSA et ul., 1981 y 
1982). Pero pocas veces se han utilizado estas técnicas en 
monitorización de contaminación (SHIMAZAKI et al., 1980; 
CHlA et al., 1984). 
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Los briofitos, y en general las criptógamas, son reconocidos 
como gmpos biológicos de gran valor bioindicador (WIELGO- 
LASKI, 1975; ANDO & MATSUO, 1984; MÜHLE, 1984). 
Sus ventajas con respecto a las fanerógamas en aspectos de 
contaminación residen en numerosos factores: amplia distribu- 
ción, tanto en los diversos hábitats como en el tiempo (pueden 
muestrearse durante todo el año); gran sensibilidad a los conta- 
minantes, con umbrales de ataque inferiores a las fanerógamas, 
por la carencia de barreras estructurales que impidan la absor- 
ción de los contaminantes; longevidad, que permite estudios 
integrados en el tiempo sin interrupciones estacionales; creci- 
miento lento y capacidad de acumulación selectiva de ciertos 
elementos, como metales pesados; simplicidad estructural, etc. 

Los briofitos son capaces de detectar numerosos tipos de 
contaminación, tanto en ambientes terrestres como acuáticos. 
Entre los ensayos experimentales efectuados sobre briofitos 
como indicadores de contaminación atmosférica destacan los 
dedicados al SO,, metales pesados, lluvia ácida, hidrocarburos, 
productos radiactivos, herbicidas, fluoruros, etc. (revisiones en 
LEBLANC & RAO, 1974 y 1975; RAO, 1982; BROWN, 
1984; MÜHLE, 1984). En el medio acuático, destacaremos las 
aportaciones de EMPAIN (1973 y 1978) referidas a parámetros 
físico-químicos del agua, los trabajos de WEHR et al. (1983) 
en metodología sobre metales pesados, KIRCHMANN & 
LAMBINON (1973) y MAUREL-KERMARREC et al. (1983) 
en contaminación radiactiva, y PEÑUELAS (1984) en conta- 
minación orgánica. Las técnicas utilizadas han sido variadas: 
estudios florísticos y sinecológicos (LEBLANC & DE SLOO- 
VER, 1970; WINNER & BEWLEY, 1978 a y b); análisis de 
contaminantes en tejidos (entre otros, CASE & KROUSE, 
1980; SUMMERLING, 1984; BROWN et al., 1986); extrac- 
ción de  pigmentos (PENUELAS, 1984); trasplantes 

(LEBLANC & RAO, 1973; BENSON-EVANS & 
WILLIAMS, 1976; PEÑUELAS, 1984); cultivos artificiales 
(WINNER & BEWLEY, 1983; GOOSENS, 1976 a y b, 1979), 
etc. La peroxidación de Iípidos, sin embargo, sólo ha sido estu- 
diada en relación con procesos de  sequía (DHINDSA & 
MATOWE, 1981). 

No hay que olvidar, por otra parte, la relación que se estable- 
ce generalmente entre la contaminación atmosférica y la de las 
aguas (WIELGOLASKI, 1975; MARGALEF, 1983; ROE- 
LOFS, 1986). Diversos contaminantes atmosféricos acaban por 
depositarse en sistemas acuáticos, bien sea por acción de la llu- 
via, el viento, la fusión de nieve contaminada, la escorrentía ... 
Es conocida la potenciación de la acidificación en sistemas lím- 
nicos por la lluvia ácida, mucho más grave en lagos con escasa 
reserva alcalina (MARGALEF, 1983). Además, la cuenca flu- 
vial, aunque comprende distintos ecosistemas, forma una uni- 

dad ecológica (MARGALEF, 1974), y es importante atender a 
la influencia de la contaminación atmosférica sobre la calidad 
de las aguas próximas y sobre su vegetación macrofítica. 

El musgo utilizado, Fontinalis antipyretica Hedw., se tras- 
plantó desde el curso alto del río Iregua (La Rioja) a dos esta- 
ciones aguas abajo, una de aguas limpias y otra con problemas 
episódicos de contaminación orgánica. La peroxidación de Iípi- 
dos en los tejidos briofíticos se tomó como indicador del dete- 

rioro sufrido por el musgo como consecuencia de los pulsos de 
contaminación. 

Recolección y trasplante 

El musgo objeto de la experiencia (Fontinalis antipyreticu 
Hedw.) fue recolectado en mayo de 1986 en el arroyo de los 
Senestillos, cerca de Pajares (La Rioja), a 1350 m de altitud. El 
material recogido fue rápidamente trasplantado a una estación 
libre de contaminación (Villanueva de Carneros, 900 m de alti- 
tud) y a una contaminada (Alberite, 440 m), y fue introducido 
en bolsas de malla de plástico verde, suficientemente laxa para 
evitar un déficit excesivo de radiación luminosa. Las bolsas se 
fijaban mediante hilo de pita a un mástil metálico, y éste era 
clavado en el lecho del río de manera que las bolsas, arrastra- 
das por la corriente, se mantuviesen a una profundidad aproxi- 
mada de 20 cm. El procedimiento es el de BENSON-EVANS 
& WILLIAMS (1976) simplificado. Se realizó una recolección 
semanal en el periodo 12 de mayo al 13 de julio de 1986. Los 
lugares seleccionados para el trasplante en Villanueva y 
Alberite se eligieron teniendo en cuenta criterios de similaridad 
de condiciones ambientales (luminosidad, velocidad de  
corriente), accesibilidad y prevención de destrucción delibera- 
da del montaje. 

Peroxidación de lípidos 

El material trasplantado era transportado al laboratorio en 
nevera portátil a 5°C de temperatura, y era lavado en agua des- 
tilada y almacenado en oscuridad a 5°C. Dentro de las 48 horas 
siguientes a la recolección se seleccionaban los 4 cm apicales 
de los tallitos de Fontinalis. Se obtenía un extracto en mortero 
con aproximadamente 250 mg de peso fresco y ácido tricloroa- 
cético (TCA) al O,]%, filtrando a continuación por cuatro capas 
de gasa. A 2 ml del filtrado se le añadían 2 ml de ácido tiobar- 
bitúrico (TBA) al 0,1% en TCA al 20%, y se calentaba la mez- 
cla a 95°C durante 30 minutos. Se enfriaba rápidamente en 
bano de hielo y se filtraba por filtros Whatman GFIC. La con- 



centración de malondialdehido (MDA), un producto resultante 
de la peroxidación de Iípidos, se calculaba por diferencia entre 
las absorbancias a 532 nm y 600 nm (inespecífica), teniendo en 
cuenta que el coeficiente de extinción del MDA es de 155 mM ' 
cm-' (DHINDSA & MATOWE, 1981; DHINDSA et al., 1981 
y 1982). Las determinaciones se hacían por duplicado. 
Paralelamente al pesado del tejido fresco, dos muestras se 
introducían en estufa a 80°C durante 24 horas para calcular el 
peso seco y el factor de conversión. Los resultados se expresan 
en función del peso seco. 

En una serie previa de pruebas de la técnica con otro briófi- 
to, Dicraituin scoparium Hedw., se observó que en la reacción 
MDA-TBA en caliente se detectaban dos máximos de absor- 
bancia, uno a 532 nm y otro a 445 nm (Fig. 1). El primero se 
debía al MDA, y el segundo estaba originado por reacciones 
colorimétricas no específicas del TBA en caliente con gliceral- 
dehido, azúcares, ácidos orgánicos y otros compuestos 
(SAWICKI et al., 1963). Este máximo a 445 nm no interfería 
en ningún caso con el máximo a 532 nm. 

FIGURA 1 .- Espectro de absorción derivado de la reacción en caliente del ácido 
tiobarbihírico (TBA) con el extracto de Dicranum scoparium. 
FlGURE l . -  Absorption spectrum derived from the hot reaction of tiobarbiiuric 
acid (TBA) with the extract of Dicranum scopariirm. 

Análisis de aguas 

Las muestras de agua se tomaban semanalmente, de forma 
paralela a las recolecciones de material vegetal en Villanueva y 
Alberite. Los análisis realizados incluían un total de 17 varia- 
bles habituales (MARTINEZ ABAIGAR, 1989). La DBO, se 
calculó midiendo el contenido de oxígeno (electrodo Orion) 

antes y después de incubar la muestra de agua a 20°C durante 
cinco días a la oscuridad. 

Análisis estadístico 

A la concentración de MDA se le aplicó una t de Student 
entre las dos estaciones (Alberite y Villanueva) en las diferen- 
tes semanas de la experiencia. 

RESULTADOS 

Durante el periodo muestreado, Villanueva estaba libre de 
contaminación orgánica (DBO, entre 0,5 y 2,s mg l.'), mientras 
que Alberite sufrió dos pulsos de contaminación (Fig. 2). 

TIEMPO ISEMA~AS i 

FIGURA. 2.- Vxíación en la DBO, del agua y en el contenido de malondialdehi- 
do (MDA, media + error estándar) de Fontinalir antip?.reticu durante el periodo 
muestreado, en la estación contaminada (Alberite) y en la no contaminada 
(Villanueval. 
FIGURE. 2.-  Changes in BOD5 of the water and malondialdebyde content 
(MDA, mean f standard error) of Fontinalii antipvrefica in the sampled period, 
in the polluted station (Alberite) and in the non-polluted one (Villanueva). 



La DBO, mostró en Alberite un máximo relativo en la 
segunda semana, con 15,l mg 1 ', y un máximo absoluto en las 
semanas séptima y novena con valores en tomo a 170 mg 1 '. 

Los valores de MDA obtenidos quedan reflejados en la Fig. 
2. El material de partida, recolectado en Pajares y no trasplan- 
tado, tenía una concentración de MDA de 76 nmol g 'PS. En las 
primeras semanas el MDA aumentó en el briófito en ambas 
estaciones de trasplante, sin diferencias significativas entre 
ellas. En Villanueva descendió posteriormente hasta volver a 
alcanzar los valores originales en la séptima semana, con 80 
nmol g 'PS, y se incrementó en la semana 9 hasta 172. En 
Alberite se registró un significativo mínimo relativo de MDA 
en la sexta semana, coincidiendo con el mínimo absoluto de 
DB05 (4,5 mg l~'),  y bruscamente ascendió hasta valores de 
250 y 285 nmol g iPS en la séptima y novena semanas, parale- 
lamente al aumento de la DBO,. Las concentraciones de MDA 
en Villanueva y Alberite eran significativamente diferentes 
(pc0,OOI) a partir de la quinta semana de trasplante. La correla- 
ción entre la DBO, y la concentración de MDA resultó muy 
alta en Alberite (r = 0,85, pc0,01), pero no en Villanueva (r = 

0,19, no significativa). 

Se han descrito en la bibliografía numerosos procesos que 
provocan la aparición de especies activas de oxígeno en los 
vegetales, tanto en cloroplastos aislados (HEATH & PACKER, 
1965 y 1968) como en órganos (LESHEM, 1981; DHINDSA 
& MATOWE, 1981; DHINDSA et al., 1981 y 1982; ELST- 
NER, 1982). Entre ellos figuran diversos tipos de contamina- 
ción (SHIMAZAKI et al., 1980; CHIA et al., 1984), pero no la 
orgánica. Tampoco se había ensayado nunca la técnica sobre 
macrófitos. 

En las primeras semanas del experimento, la evolución del 
MDA es parecida en Alberite y Villanueva, pues Fontinalis 
antipyretica acusó sólo ligeramente la contaminación de esas 
semanas, y el aumento de peroxidación de lípidos se debería al 
estrés provocado por el trasplante. Posteriormente, la severa 
contaminación de las semanas finales, con periodos de anoxia 
intensos y prolongados, provocó una senescencia lenta en el 
material de Alberite. Este episodio de contaminación tuvo su 
origen en la apertura de un nuevo canal de desagüe de aguas 
residuales, directamente al río, unos 50 m aguas arriba del 
lugar donde se encontraban situados los trasplantes. Dado que 
los briofitos son un grupo de plantas que carecen de espacios 
aéreos, la anoxia les afecta más acusadamente que a los macró- 
fitos vasculares. Sin embargo. la especial arquitectura de los 
filidios de Fontiitalis antipyretica (aquillados y muy imbrica- 

dos) le confiere una cierta resistencia a la contaminación orgá- 
nica, aspecto previamente señalado por PEÑUELAS (1984). 

Los valores de MDA obtenidos son sensiblemente inferiores 
a los señalados por DHINDSA & MATOWE (1981) para otro 
briófito, Cratoneuron jilicinurn, sometido a sequía en laborato- 
rio, pero las comparaciones son difíciles, ya que tanto el tipo de 
tensión como las especies y las condiciones ambientales son 
diferentes. Además, en el medio acuático la peroxidación de 
Iípidos quizá sea más difícilmente detectable que en el terres- 
tre, ya que el deterioro de las membranas celulares puede oca- 
sionar la pérdida de MDA por el lavado continuo a que está 
sometido el briófito en el río. Probablemente, en especies más 
sensibles a la contaminación, el MDA producido se liberaría 
más rápidamente (MARTINEZ ABAIGAR, 1989). 

La elevada correlación de la peroxidación de lípidos con la 
DBO, en Alberite indica que la contaminación orgánica es la 
principal responsable de la senescencia de Fontinalis antipyre- 
tica. En Villanueva la peroxidación detectada estaría provocada 
por otros factores distintos de la contaminación, y la senescen- 
cia apuntada en la novena semana obedecería a otras causas 
inexplicadas. 

Como conclusión, y al igual que ocurre en otros tipos de 
contaminación, la peroxidación de lípidos puede utilizarse 
como un indicador ecofisiológico de la senescencia provocada 
por la contaminación orgánica sobre briofitos acuáticos relati- 
vamente resistentes. 
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