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1. Introduccion

La contaminacién del aire es un mal social, causado principalmente por la
actividad humana, como consecuencia del desarrollo industrial. Se trata de un
problema creado por las naciones mas présperas y que preocupa mas a sus habitantes
que a los de zonas mas deprimidas, mas ocupados en cubrir sus necesidades
inmediatas (Gillette 1984). Es, sin embargo, un problema global que transciende
fronteras politicas y naturales. Su impacto y sus efectos adversos en la biosfera son
de una gran magnitud. Sin embargo, los sintomas son dificiles de detectar durante los
primeros estados de la afeccién, al tiempo que las consecuencias son dificiles de
valorar cuando el dano es irreversible. La diversidad de los sistemas bioldgicos,
estabilizada por la complejidad de sus interacciones dindmicas, determina que la
respuesta a la exposicién a los contaminantes atmosféricos no sea uniforme. La
perturbacién induce en el ecosistema un aumento de la entropia. Los primeros
sintomas estardn acompanados de una elevada dispersion en la respuesta de los

organismos expuestos.

1.1. Sensibilidad diferencial de determinados organismos a la exposicion a

contaminantes atmosféricos

A medida que el contaminante, o la mezcla de contaminantes, abandona la
atmadsfera e ingresa en el sistema biolégico, se expresa su potencial toxicidad. Su
influencia sobre los organismos implicados en el ecosistema puede ser directa,
alterando su capacidad de sintetizar o de degradar nutrientes; o indirecta, mediante

la alteracién del entorno en que estos organismos prosperan.
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La sensibilidad diferencial a la contaminacién atmosférica de componentes
individuales determina la evolucién del ecosistema. £n este sentido, existe una gran
variabilidad no s6lo en cuanto a la reaccion experimentada por distintas especies, sino
incluso entre distintos individuos y entre clones. Las causas que determinan que un
organismo sea capaz de superar el ataque del contaminante dependen tanto de su
capacidad de autoproteccion, como de su facultad de regeneracién en caso de haberse
visto afectado. En ambos casos, el resultado no depende unicamente de sus
caracteristicas metabdlicas, por el contrario involucra su habito, su morfologia, su
anatomia, su ultraestructura. La resistencia al contaminante es genética, en la medida
en que el conjunto de su estrategia vital viene determinada por su genoma. Por otra
parte, el hecho de ser resistente a un contaminante ni siquiera asegura la resistencia
a ese mismo contaminante en presencia de sustancias, a priori inécuas, con las que
pudiera interaccionar. Es evidente, igualmente, que la resistencia a un contaminante
dado, no implica una mayor resistencia frente a otros contaminantes.

En cualquier caso, como resultado de la exposicibn a contaminantes
atmosféricos, en el seno de la comunidad sélo unas determinadas poblaciones entran
en crisis dependiendo de la dosis o carga del contaminante. Algunas de estas
poblaciones ya manifiestan sintomas medibles a dosis de contaminante que sélo
superan ligeramente los niveles de fondo. Con la excepcién de aquellos estudios
basados en el andlisis de bioacumuladores, son estas poblaciones con una elevada
sensibilidad diferencial, las que permiten abordar una diagnosis temprana de las causas
del potencial decaimiento del ecosistema. Se habla entonces de biomonitores cuando,
basdndose en una relacion dosis-respuesta, se pretende valorar el nivel de
contaminante en la atmésfera, o de bioindicadores, cuando el objetivo es identificar
con antelacion y de forma especifica la accién del contaminante en el sistema

biolégico.
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1.2. Interés del uso de organismos como biomonitores

A la hora de describir los niveles de contaminantes en la atmdsfera y su
evolucién espacial o temporal, es preciso tener en cuenta que ninglin organismo, por
sensible que sea a la exposicién a determinado contaminante, podrd manifestar una
respuesta medible, con tal precision que iguale o supere la de un analizador
automatico de gases en continuo. Aceptando este hecho, el interés de usar
organismos vivos como monitores de contaminantes atmosféricos se ve restringido
a que éstos son mas baratos que una red automatica de analisis de gases en cuanto
a costos de instalacién y mantenimiento se refiere. Con este fin, el de monitorizar
niveles de contaminantes en |la atmdsfera, el objeto de una red de biomonitores es el
de detectar puntos o &reas criticas en las que potencialmente los niveles de
contaminante se aproximarian o incluso excederian los umbrales de tolerancia de los
elementos del ecosistema. Un segundo objetivo lo constituye el poder deducir a partir
de la sintomatologia observada en qué &reas pudieron sobrepasarse los margenes
legales permitidos.

Los estudios basados en escalas que plantean una relacién biunivoca simple
entre la respuesta de un organismo sensible -cualquiera que sea- y la concentracién
de un contaminante en la atm@sfera, conllevan un elevado nivel de incertidumbre,
debido a que esta respuesta viene determinada por los efectos simultdneos de un
elevado nimero de variables ambientales. Estos estudios sélo se justificarian como un
capitulo preliminar encaminado a la optimizaciéon de la distribuciéon de las estaciones

de una red automatica a instalar con posterioridad.
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1.3. Interés del uso de organismos como bioindicadores

Frecuentemente el objetivo no es el de conocer el valor de la concentracién de
di6xido de azufre, 6xidos de nitrégeno, ozono, o cualquier otro contaminante en la
atmdsfera. Incluso en el caso de conocerse, esta informacién sélo tiene sentido en
cuanto que pudiera ser interpretada como la causa de una compleja fenomenologia de
sintomas observables en el ecosistema. Cuando el dato de inmisién de contaminantes
pasa a un segundo plano, centrdndose la cuestion en la diagnosis de una
sintomatologia, el bioindicador cobra un valor muy superior al de "simple sucedaneo"
barato y poco preciso, de los equipos de anélisis automatico. Frente al analizador, el
biondicador muestra una respuesta integrada desde dos puntos de vista: dosis-
respuesta e interacciones con otros contaminantes o factores ambientales.

En primer lugar, no suele ser el valor puntual de concentracién de contaminante
en la atmdésfera el que desencadena la respuesta de los organismos expuestos. Es
preciso considerar el periodo de exposiciéon al téxico. La variable independiente no
debe ser la concentracién de contaminante, sino la dosis, entendida como la relacién
no lineal entre concentracién de contaminante y tiempo de exposiciéon al mismo. Dado
que el bioindicador, introducido en el medio natural, asi como su entorno, suele
encontrarse sometido a fumigaciones crénicas (bajas concentraciones durante largos
periodos de exposicién) su respuesta es el resultado de un efecto acumulativo y desde
este punto de vista integra una dimension temporal dificil de precisar con el analizador
automatico.

La segunda faceta de esa respuesta integrada, considera el hecho de que los
compuestos presentes en la atmdsfera no sélo coexisten sino que ademas pueden
interaccionar. Sustancias por si mismas inocuas o incluso estimulantes como los

nitratos originados a patir de los 6xidos de nitrégeno, pueden comportarse en

14



70

-

GoX

S3060

presencia de otras sustancias (di6éxido de azufre, o0zono) como potenciadores de su
efecto dafnino (Welburn et al. 1981, Balaguer & Manrique 1991). Por otra parte,
agentes neutralizantes, como el amonio, el polvo procedente de carreteras, canteras
o de plantas fertilizantes, pueden jugar un papel tamponante muy importante
protegiendo a los liquenes y a otros vegetales de la acciéon de contaminantes acidos
tales como el SO, o el NO, (Kauppi 1980a, Holopainen 1983).

En determinadas ocasiones la interaccién es mas compleja; tal es el caso del
efecto de la combinacién de di6xido de azufre con ozono sobre plantas de soja.
Cuando los niveles de ambos contaminantes son préximos al umbral de fitotoxicidad,
su efecto conjunto es sinérgico, pero si lo superan, a concentraciones elevadas, la
accién es antagénica; el di6xido de azufre amortigua los efectos que cabria esperar
tras una exposicién a ozono (Heagle y Johnson 1979).

Los estudios que consideran el efecto integrado de més de dos contaninantes
son hasta el momento muy escasos. Igualmente pobre es la informacién disponible
sobre el efecto conjunto de contaminantes y otros factores de origen ambiental como
sequia, heladas, etc. Sin embargo, el bioindicador y su entorno se hallan sujetos a
todas las interacciones sinérgicas, antagénicas o aditivas de todos los factores
ambientales, sean 0 no de origen atropogénico. Este hecho puede justificar aquellas
observaciones de respuestas dréasticas del bioindicador ante concentraciones bajas de
un contaminante, e igualmente justifica la ausencia de respuesta o respuestas leves
frente a dosis de contaminantes potencialmente mdas dafinas. Esta ventaja del
bioindicador, capaz de poner de manifiesto la interaccién entre contaminantes, no
predecible a priori a partir de los datos de inmisién, implica, sin embargo, una
limitacién, en cuanto que el efecto de un contaminante determinado, puede quedar,
en dltimo extremo, diluido en una red de complejas interacciones.

En conclusién, la respuesta del bioindicador, como organismo sensible expuesto
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a contaminantes, integra la dimensién temporal de la exposicién y recoge ademas el
conjunto de interacciones con otros factores ambientales.

Esta doble ventaja es necesaria pero no suficiente para discernir entre el
bioindicador y cualquiera de los otros organismos inmersos en el ecosistema afectado.
Ademas, el bioindicador debe reunir una sensibilidad diferencial al contaminante
considerado, especificidad, y una respuesta a corto plazo, es decir, debe ser capaz de
manifestar sintomas medibles con antelacién al resto de los organismos expuestos.

Teniendo presente este perfil, en el caso de que el interés no radique en la
evaluacién cuantitativa de la concentracibn de un contaminante aislado, el
bioindicador es el mas adecuado pronosticador y descriptor de dafos potenciales a
otros miembros del ecosistema, atribuibles a contaminantes ambientales.

Entre los organismos empleados en la biomonitorizacién de los efectos del
diéxido de azufre (SQ,), importante componente de la contaminacién derivada de la
combustién de carburantes fésiles, destacan los liquenes cuya adecuacién ha sido

ampliamente refrendada en la literatura cientifica previa.

1.4. Variables de respuesta

Cualquiera que sea el organismo elejido como bioindicador, considerado en su
totalidad, representaria tal volumen de informacién que aun prescindiendo de aquella
no relacionada directamente con el efecto de los contaminantes resultaria excesiva
para ser procesada. Es preciso por tanto, seleccionar qué variable o variables de
respuesta son las mas representativas, sin olvidar que esta seleccién conlleva una
importante pérdida de informacioén. Esta eleccién se basara en una mayor especificidad

y antelacién en la respuesta frente al contaminante considerado.

16



Enliquenes, la caracterizacion de la sensibilidad diferencial de aquellos procesos
fisiol6gicos susceptibles, ha sido resumida en funcién de su sensibilidad creciente al
SO, como: permeabilidad de la membrana celular < estado de los pigmentos <
fotosintesis-respiracion < sintesis de proteinas < fijacién de N, (Richardson & Nieboer
1983; Malhotra & Khan 1983). En paralelo a esta secuencia, se puede esbozar otra
elaborada con las diferentes variables de respuesta relacionadas con aquellos procesos
afectados. Con algunas de las variables ensayadas en liquenes y en orden creciente
en cuanto al tiempo de respuesta, una secuencia seria: fluorescencia temprana de
clorofilas in vivo > evolucién de oxigeno > intercambio neto de di6éxido de carbono
> alteraciones ultraestructurales de las células del fotobionte > degradaciéon de
clorofilas a feofitinas > lavado de iones al exterior celular > sintomas visibles >
cambios en la frecuencia y cobertura de especies liquénicas. Desafortunadamente,
todas ellas son méas tempranas que especificas, si bien la feofitinizacién de clorofilas,
es decir, la sustitucién del &tomo de magnesio del anillo porfirinico por un protén, ha
sido atribuido al resultado de la exposicién a contaminantes acidos (Ronen & Galun
1984). Menos tempranas que las ya expuestas son las variables de respuesta basadas
en la presencia o la ausencia de especies 0 en cambios floristicos. Contra su
prolongado tiempo de respuesta, debido a la lentitud con que estos cambios floristicos
tienen lugar, cabe esgrimir su especificidad, dado que son capaces de valorar la
desaparicion de especies consideradas como sensibles a determinados contaminantes
y la aparicién de otras cuya autoecologia original puede aportar informacién sobre el
tipo de cambio que se estd operando en el ecosistema. Desgraciadamente, estas
valoraciones sobre la sensibilidad diferencial de las especies y su singularidad
ecoldgica se basan, frecuentemente de forma exclusiva, en observaciones de campo,
sin que hayan sido contrastadas en experiencias con fumigaciones controladas o en

determinaciones de los 6ptimos ecoldgicos y fisiolégicos.
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Si bien se han realizado notables intentos de obijetivizar la medida de variables
de respuesta como frecuencia, cobertura, diversidad y abundancia (Ammann, Herzig,
Liebendoerfer & Urech 1987; Nimis, Castello & Perotti 1990), su uso en estudios de
bioindicacién, suele estar sujeto a valoraciones subjetivas. Por ello, para completar o
sustituir estos métodos, se han ensayado otros criterios basados en el anélisis de
ejemplares, tanto espontédneos como transplantados, de una s6la o de un pequefio

conjunto de especies liquénicas seleccionadas (Galun & Ronen 1988).

1.5. La fluorescencia temprana de clorofilas in vivo

Tal como se ha comentado, la fotosintesis es uno de los primeros procesos
metabdlicos que se ven afectados por la accién de los contaminantes atmosféricos.
Por este motivo, cabe esperar que la medida de aquellas variables de respuesta que
aporten informacién sobre la eficiencia con que dicho proceso tiene lugar, podré
evidenciar sintomas tempranos atribuibles al efecto del contaminante.

La medida de la fluorescencia reemitida como luz roja y roja lejana, procedente
de las clorofilas de los sistemas antena del aparato fotosintético, viene siendo
utilizada, desde hace largo tiempo, como indicador no destructivo de los procesos que

tienen lugar in vivo durante la fotosintesis (Krause & Weis 1984; Briantais et al. 1986;

Renger & Schreiber 1986).

En organismos fotosintéticos adaptados a oscuridad la induccién de la
fluorescencia de las clorofilas mediante un pulso de luz, responde a una cinética cuyos
principales descriptores son: la senal de fluorescencia inicial (F,), emitida cuando la
gran mayoria de los centros de reaccion del fotosistema Il estan ain abiertos; la

fluoresencia maxima (F)), que es alcanzada cuando los aceptores primarios de la
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cadena de transporte electrénico se encuentran ya completamente reducidos; y la
fluorescencia variable o inducida (F,), definida como la diferencia entre los dos
primeros parametros, F, y F_ (Fig 1; Oquist & Wass 1988).

La medida de los cambios observados en la intensidad de esta fluorescencia
temprana, denominada asi por considerar sélo la parte de la cinética que tiene lugar
en los primeros 5 s tras el pulso inicial de luz, ha sido frecuentemente validada como
técnica extremadamente sensible para valorar los efectos de distintos estreses
ambientales en los vegetales (Lichtenthaler 1987b; Bjérkman & Powles 1984; Barnes
et al. 1988; Arndt, 1974). Uno de estos efectos estudiados mediante la fluorescencia
de las clorofilas es la fotoinhibicién, que se manifesta como una reduccién en la tasa
fotosintética de asimilacién de CO, bajo intensidades de luz superiores a la saturante,
asi como en una caida del rendimiento foténico o cuantico, en organismos expuestos
a altas irradiancias (Demming & Bjorkman 1987). La fotoinhibicion parece ser un
fenémeno comin en condiciones naturales, agravado frecuentemente en atmésferas
contaminadas (Krause 1988).

El célculo del cociente entre la fluorescencia variable y la méaxima, F,/F,
resultado de la combinacién de los mencionados descriptores de la cinética de
fluorescencia temprana de clorofilas, inducida in_vivo, se ha revelado como una
variable de respuesta especialmente adecuada para la deteccién de dano atribuible a
contaminantes atmosféricos (Schreiber et al. 1978; Barnes & Davison 1986). F /F_ se
comportaria como un indicador extremadamente temprano de las alteraciones

producidas, aunque inespecifico al mismo tiempo.
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1.6. La degradacion de clorofila a feofitina como variable indicadora de dario inducido

por contaminantes dcidos

Es conocido desde hace méas de sesenta afos que la exposicidon al diéxido de
azufre produce feofitinizacién de clorofilas (Dorries 1932). Sin embargo, aun en
organismos tradicionalmente utlizados como bioindicadores de SO, como los liquenes,
este fenémeno tardé en ser observado (Pearson & Skye 1965, Rao & Leblanc 1966,
Nash 1973). Estudios posteriores han puesto de manifiesto que la feofitinizacién es
una respuesta no sélo al SO,, sino también a otros contaminantes acidos como el
acido fluorhidrico o el diéxido de nitr6geno (Nash 1971, Nash 1976). En el caso del
S0,, la clorofila a es mas sensible a su presencia que la clorofila b (Puckett et al.
1973, Malhotra 1976).

Ronen & Galun en 1984 observaron que la acidificacién de extractos clorofilicos
produce una modificacién de su espectro de absorcién en la franja visible,
concretamente en la regién del azul (Fig. 2). La densidad 6ptica en el maximo de
absorbancia correspondiente a la clorofila a (en torno a los 435 nm) disminuye y, en
contraste, aumenta en el maximo de la feofitina a (localizado a 415 nm). El cociente
entre ambas absorbancias alcanza valores que oscilan entre 1.45, para extractos no
acidificados, y 0.50, para el caso de maxima acidificacién. La observacién de este
fenémeno, llevd a estos autores a proponer el cociente de absorbancias
D.0.435nm/D.0.415nm (Phaeophytinization Quotient of chlorophyll a, PQa) como
procedimiento rapido para la monitorizacién a gran escala del efecto de contaminantes
en las clorofilas del fotobionte liquénico.

El uso de este indice para la bioindicacién de contaminantes atmosféricos fue

ensayado con transplantes de talos de Ramalina duriaei por Garty et al. en 1985. Si

bien éste era el primer estudio de campo que aplicaba el PQa, el transplante de talos
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Figura 1. Cinética de la senal de fluorescencia de la clorofila, inducida en talos
hidratados de Ramalina farinacea, preadaptados a oscuridad durante 15 minutos,
al ser iluminados con un pulso de luz actinica, en el instante que indica la flecha de
trazo grueso. F,, sefal de fluorescencia inicial; F,, fluorescencia maxima; F,,
fluorescencia variable o inducida, definida como la diferencia entre los dos
pardmetros anteriores.
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Figura 2. Cambio en el espectro de absorcién de tres extractos en dimetil sulféxido
de clorofila a pura, tras la acidificacion con &cido clorhidrico. N6tese como el
maximo de absorbancia de la clorofila a localizado en la regiéon del azul (432 nm)
desaparece, al tiempo que se incrementa la absorcion en el maximo
correspondiente a la feofitina a (413 nm).



procedentes de estaciones control a zonas presuntamente expuestas a la accién de
contaminantes atmosféricos, se habia ensayado con anterioridad y se ha seguido
utilizando hasta la actualidad (Brodo 1961; Schénbeck 1969; Pyatt 1970; Morgan-
Huws & Haynes 1973; Nash 1975; Kauppi 1976; Wood & Nash 1976; Eversman
1980; Marsh & Nash 1979; Ferry & Coppins 1979; Dawson & Nash 1980; Nash &
Sommerfeld 1981; Holopainen 1984b; Garty 1988; Boonpragob & Nash 1991).

Coincidiendo con observaciones previas que ya habian puesto de manifiesto
la determinante influencia del pH y capacidad tampdn del sustrato sobre el que se
desarrollan los liquenes (Baddeley et al. 1971; Hill 1971; Tirk & Wirth 1975),
Manrique et al. (1989) constataron una estrecha correlacién positiva entre el pH de
diferentes sustratos y el valor del PQa en ejemplares de Anaptychia ciliaris que sobre
ellos crecian de forma natural, en un territorio expuesto a fumigaciones con didéxido
de azufre de 62 ug/m® (percentil 98).

Aun asi, el uso del cociente de feofitinizacién estaba restringido a liquenes,

como Ramalina duriaei o Anaptychia ciliaris, que practicamente no acumulan

metabolitos secundarios fenol-carboxilicos, de caracter &cido, conocidos como
sustancias liquenicas. Sin embargo, estas especies sin sustancias liquénicas
constituyen un reducido grupo en relacién a la totalidad de los liquenes. Brown &
Hooker (1977) y Brown (1980) habian observado el poder feofitinizante y oxidante de
las sustancias liquénicas en los extractos de clorofilas. Igualmente constataron la
interferencia de estas sustancias con los maximos de clorofila a y feofitina a, dado que
también absorben en la regién del azul. Por este motivo, algunos autores descartaron
el uso del PQa (Sanz 1991). Afortunadamente, el almacenamiento de estos &acidos
fendlicos es extracelular y este hecho ha permitido el desarrollo de técnicas sencillas
tales como lavados sucesivos de acetona al 100% saturada o no con diferentes

carbonatos (Brown & Hooker 1977, Hageman & Fahselt 1990; Sancho & Kappen
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1989; Kappen et al. 1990; Balaguer & Manrique 1991).

Por otra parte, la reducida cantidad de muestra necesaria para la extracciéon de
clorofilas de liquenes en DMSO (20 mg), la sencillez del método (sin necesidad de
homogeneizacién, ni centrifugacién), el corto tiempo de procesamiento de las
muestras (40 minutos de incubacidn) y el amplio espectro de especies susceptibles
de ser utilizadas como bioindicadoras (Silberstein & Galun 1988; Barnes et al. 1992),
permite considerar el contenido en clorofilas y especialmente el PQa en estudios
extensivos de territorios, con un alto nimero de estaciones de muestreo. Por ello,
tanto el contenido en clorofilas y el PQa como la ya comentada fluorescencia
temprana de clorofilas in vivo, aparecen como variables de respuesta aptas para
afrontar el cartografiado de regiones supuestamente afectadas por la exposicion a

S0,.

1.7. Cartografia de la calidad del aire mediante bioindicadores

Dado el bajo grado de especificidad de las variables de respuesta mas utilizadas,
puede ser dificil evaluar el peso de una fuente puntual de contaminante como causa
de una sintomatologia observada. En estos casos, tan importante como el valor de la
variable de respuesta, es la evolucién espacial de la misma, es decir, la busqueda de
gradientes espaciales del decaimiento de la variable, atribuibles al foco emisor de
acuerdo con los vientos dominantes, la topografia y las condiciones de estabilidad
atmosférica.

Muy diversos han sido los procesos industriales cuyos efectos sobre la
simbiosis liquénica han sido considerados: centrales térmicas (Jacobson & Showman

1984; Eversman 1980; Marsh & Nash 1979; Will-Wolf 1980; Nash & Sommerfeld
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1981; Crespo et al. 1981; Garty, Ronen & Galun 1985; Showman 1986; Garty
1988), industrias papeleras (Hoffman 1974; Newberry 1974; Holopainen 1983),
fundiciones (Leblanc, Rao & Comeau 1972), plantas siderurgicas (Rao & Leblanc
1967, Pyatt 1970), refinerfas (Morgan-Huws & Haynes 1973, Taylor & Bell 1983),
plantas procesadoras de gases &cidos (Skorepa & Vitt 1976; Case 1980), plantas
procesadoras de fertilizantes (Holopainen 1983), fabricas de ceramica (Holopainen
1984a), fabricas de cementos (Kortesharju, Savonen & Sdynatkari 1990), factorias
de zinc {Nash 1972, 1975), fundiciones de cobre (Wood & Nash 1976; Dawson &
Nash 1980), factorias de aluminio (Brodo 1961). En el caso de seguimientos de la
calidad del aire basados en la cartografia sucesiva de un mismo territorio durante
varios anos, los liquenes aparecen como bioindicadores aptos no sélo para poner de
manifiesto incrementos en los niveles de contaminantes en la atmdsfera, mediante
cambios regresivos de la flora liquénica (Sernander 1926, Schmid 1957, Zist 1977),
sino incluso mejoras en la calidad del aire que se traducen en recolonizaciones de
territorios tras reducirse los niveles de inmisién de contaminantes (Henderson-Sellers
& Seaward 1979; Showman 1981; Bates, Bell & Farmer 1990).

Utilizando liquenes como bioindicadores, las variables de respuesta que han sido
mas frecuentemente cartografiadas son la distribucién de las especies, el Indice de
Pureza Atmosférica (IPA), y en menor medida otras, como la riqueza en cuanto a
especies presentes en cada localidad (Rao & Leblanc 1967; De Wit 1976; Showman
1981, 1985), la cobertura y la frecuencia de las mismas (Metzler 1980), sintomas
visibles (Metzler 1980), Indice de Abundancia-Densidad (Skorepa & Vitt 1976), Indice
de Poleotolerancia (Trass 1973), contenido en azufre (Taylor & Bell 1983), contenido
en diferentes metales, en calcio, cloro, fésforo (Garty, Ronen & Galun 1985, Garty
1988), grado de alteracién ultraestructural (Holopainen 1984a), contenido en clorofilas

totales, fotosintesis neta y bruta, respiracién en oscuridad, contenido en proteinas,
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tasa de crecimiento, pérdida de fotoasimilados (Arb & Brunold 1990; Arb et al. 1990),
feofitinizacién de clorofilas (Garty, Ronen & Galun 1985).

Considerando que la respuesta de estas variables bioindicadoras debe ser por
definicidn méas temprana que la del resto de los elementos del ecosistema expuestos
al contaminante, el objeto de la elaboracién de un mapa radica en poder anticipar una
imagen del daio esperado en el drea expuesta, en caso de aumentar la concentracién
de contaminante o el tiempo de exposicién. Sélo en aquellas zonas en las que se
detectan danos severos en el bioindicador, éstas podrian corresponderse con
afecciones en elementos menos sensibles del ecosistema. Por tanto, el interés de la
cartografia basada en los sintomas observados en el biondicador seleccionado,
consiste en la determinacion de areas de riesgo dentro de una regién expuesta a
contaminacién atmosférica.

Un segundo paso, una vez acotadas las zonas de mayor riesgo, seria la
caracterizacion de la causa de la sintomatologia observada. Para ello, se utilizan
métodos mas costosos en cuanto a tiempo o cantidad de muestra requerida; métodos
mas especificos pero en ningin caso aplicables al barrido de grandes é&reas.

Otra via frecuentemente empleada para la determinacién del agente causante
es la de comparar el mapa de areas de riesgo con otro de inmision de contaminantes.
En caso de considerar los principales contaminantes, se ha encontrado en estudios
previos (Arb & Brunold 1990; Arb et al. 1990) una muy significativa correlacién entre
la concentracién de O;, NO,, NO, o de SO,, en invierno y la variable de respuesta:
contenido en clorofilas totales (R2=0.81; P<0.01). Arb et al. (1990) observaron,
utilizando técnicas de regresion lineal multiple, que era posible predecir el incremento
en el contenido en clorofilas a partir de un aumento de los niveles de inmisién de
contaminantes atmosféricos.

Incluso cuando sélo un contaminante predomina en el area de estudio, la
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comparacién es dificil dado que se desconoce qué factor es el que determina la
respuesta del biondicador. Los datos procedentes del andlisis de liquenes suelen ser
comparados con la media anual de las concentraciones de SO,, por ser ésta un valor
habitualmente disponible. Esta comparacién parece ser vélida en regiones sujetas a
niveles bajos de contaminante pero constantes (Gilbert 1970, Hawksworth & Rose
1970). De Wit (1976) comparando la riqueza liquénica en Holanda con diferentes
medidas de inmisién de SO,, observé que los valores de invierno (entre octubre y
marzo) eran mejores descriptores que los valores correspondientes a todo el aino. Por
otra parte, cabe preguntarse si la respuesta del bioindicador viene determinada por los
picos de SO, o por los valores de concentracién medios. La experiencia holandesa de
cartografia de la contaminacién atmosférica por SO, mediante liquenes concluyé que
el uso de valores medios de concentracién (percentil 50) posee un valor descriptivo
mas acertado que el de los picos de contaminante (percentil 98). Sin embargo, la
correlacién entre la variable de respuesta, en este caso riqueza liquénica, y las
medidas de inmisién del contaminante mejoraban si en lugar de utilizar el percentil 50,
75 6 98, se consideraba una combinacién lineal de los percentiles 50 y 98 (De Wit
1976).

En cualquier caso, y sea cual sea la variable indicadora de contaminacién
atmosférica elejida para la cartografia de areas de riesgo -especialmente si el objetivo
es la monitorizacién-, su sensibilidad al contaminante considerado debe ser conocida
y esta relacién, indicador-dosis de contaminante, debe poder ser expresada como una
funcién matematica altamente significativa (Nimis et al. 1991).

La elaboracién de un mapa de estas caracteristicas permite seleccionar un
reducido nimero de estaciones de muestreo incluidas en un nivel de riesgo de dano
conocido. Con ellas, es posible abordar el anélisis de variables de respuesta que

precisen procesos de preparacion de las muestras mas complejos y mas largos. A

25



pesar de presentar estas desventajas, algunas de estas variables de respuesta son
tanto o nas especificas y tempranas que aquellas variables utilizadas en la cartografia
del territorio estudiado, tal es el caso del anélisis de las alteraciones de la
ultraestractura del fotobionte liquénico. Su estudio no sélo permitird contrastar el dafo
esperado en ejemplares procedentes de distintas estaciones ya cartografiadas, y por
ende la fiabilidad del mapa, sino que ademd&s aportard informacién sobre los
mecanismos implicados en el desarrollo de una sintomatologia atribuible a la

exposicidn al contaminante.

1.8. Alteraciones de la estructura celular del fotobionte liquénico inducidas por la

exposicién a contaminantes atmosféricos

Las perturbaciones descritas como consecuencia de la exposicion a
contaminantes atmosféricos y més concretamente al SO,, evidentemente se
corresponden con distintos estados de alteracién de la estructura celular de los
simbiont2s. El intento de visualizar estas alteraciones ha conducido a la aplicacién de
técnicas de microscopia capaces de presentar facetas cada vez mdas precisas de la
sintomatlogia inducida por el contaminante.

Er imégenes obtenidas mediante microscopia éptica convencional, el unico
fenébmen> analizado como variable de respuesta es el porcentaje de algas
plasmolizadas (Eversman 1978; Will-Wolf 1980). Sin embargo, este fenémeno
represen:a un estado tan avanzado de afeccién que antes de que sea posible detectar
cambios significativos en cuanto a la frecuencia de células colapsadas, la mayoria de
las variables de respuesta comentadas ya habrian manifestado graves sintomas de

dano (Hclopainen 1984a; Holopainen 1984b). Al mismo tiempo, el colapso celular
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puede ser consecuencia de multitud de factores (Holopainen 1986), es por ello, que

su andlisis no aporta ninguna informacidn para la diagnosis del decaimiento observado.

Las técnicas de microscopia de fluorescencia ponen de manifiesto cambios en
el color de las células de fotobionte liquénico tras la exposicién al SO, (Kauppi 1980b).
Si bien este método manifiesta sintomas previos al colapso celular, sin embargo,
existe una gran dispersion en la respuesta, unida a la dificultad de objetivizar la medida
mediante estimas basadas en escalas arbitrarias de clases de colores (Holopainen &
Kauppi 1989).

A las deficiencias de los métodos de microscopia expuestos, se suma la escasa
informacién que aportan sobre la faceta estructural del dano producido por la accion
del contaminante. Frente a estos problemas, la microscopia electrénica de transmision
(MET) evidencia perturbaciones en la estructura celular incluso antes de que estos
efectos sean irreversibles (Wellburn, Majernik & Wellburn 1972). La MET posibilita la
descripcion de una sintomatologia basada en el progresivo deterioro estructural de la
célula afectada. Este avance permite dilucidar donde se encontrarian las primeras
dianas subcelulares, entendiendo por diana, aquellos orgdnulos en los que se
manifestarian los primeros sintomas de alteracién estructural, sugiriendo asi
potenciales mecanismos de accién del contaminante (Soikkeli & Karenlampi 1984).

En liguenes con algas verdes, la exposicion al SO, produjo avanzados estados
de dano celular en el fotobionte, mientras que en el micobionte no se detectaron
sintomas (Holopainen & Kauppi 1989). Este hecho centra la atencion del analisis
ultraestructural de los efectos debidos a la accién del SO,, en el estudio de los
cambios detectables en la célula algal. Estas observaciones coinciden con los
resultados que presentan la fotosintesis como un proceso més sensible al SO, que la

respiracion, dado que el principal componente de la respiraciéon liquénica es fdngico.
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Sin embargo, las primeras alteraciones del dano por SO, en el fotobionte liquénico,
parecen no observarse en el cloroplasto sino en la mitocondria, como hinchamiento
y deformacién de sus crestas (Holopainen & Kauppi 1989). Es precisamente ésta la
diferencia mas acusada entre las sintomatologias observadas en liquenes y plantas
vasculares, dado que en estas ultimas, la mitocondria parece ser uno de los ultimos
orgénulos en acusar perturbaciones (Thomson 1975; Soikkeli 1981; Soikkeli &
Kéarenlampi 1984).

Por otra parte, la MET permite abordar la discusién sobre en qué medida
distintos contaminantes generarian distintas sintomatologias ultraestructurales, es
deci-, hasta qué punto los resultados obtenidos son especificos de cada contaminante
(Holopainen 1984a). En liquenes, se han descrito sintomatologias diferenciales
atribuibles a la acciéon del SO,, de compuestos nitrogenados, y de fluoruros
(Holopainen & Kéarenlampi 1985).

En resumen, a la luz de la literatura cientifica previa, la MET aparece como una
técnca adecuada para la deteccién de sintomas tempranos y especificos causados por
la exposicibn a contaminantes atmosféricos. Sin embargo, la complejidad del
procesamiento de las muestras reduce su aplicacién a la caracterizacion de efectos en
prosJecciones de territorios supuestamente expuestos a atmdésferas contaminandas,
una vez que estos han sido detectados mediante ténicas rutinarias de analisis de un

elevado niumero de muestras.
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JUSTIFICACION DEL ESTUDIO



2. Justificacion del estudio

La sensibilidad diferencial de los liquenes a la exposicion al SO,, y como
consecuencia de ella, su uso como bioindicadores, es un fené6meno ampliamente
tratado en la prolifica literatura cientifica previa. Sin embargo, dado que la respuesta
del bioindicador es consecuencia de la interaccién de un elevado nimero de agentes
causales, no parece adecuado extrapolar modelos elaborados para otras regiones con
diferentes condiciones climéaticas, en las que el ritmo vital de los organismos
analizados responde a diferentes pautas, y donde las masas de aire contaminado
difieren en su composicién asi como en su posterior evolucion.

Por otra parte, son escasas las investigaciones que aunan el estudio de campo,
en el cual el bioindicador estd sometido a una compleja red de interacciones, con la
experimentacion en condiciones seminaturales, gracias a la cual se pueden contrastar
hip6tesis concretas sobre la sensibilidad a un determinado contaminante o a una
mezcla de ellos, bajo condiciones ambientales que tienden a aproximarse a las
naturales.

Por todo ello, parece interesante abordar desde esta doble vertiente - andlisis
de la sintomatologia en el campo y experimentacion en camaras - el estudio de una
problemética concreta en el marco de la Region Mediterranea.

El interés de analizar un territorio concreto potencialmente expuesto a
contaminacion atmosférica, conduce a considerar como area a estudiar, la Comarca
del Bajo Maestrazgo y los Puertos de Morella, territorio en el cual se han desarrollado
sucesivas evaluaciones de la calidad del aire, basadas en el uso de liquenes como
bioindicadores.

En el verano de 1979, el equipo de la Dra. Ana Crespo de la Catedra de

Botanica de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid, realiz6
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un estudio preliminar con objeto de cartografiar distintas areas de isocontaminacién
atmosférica en las inmediaciones de Andorra (Teruel), utilizando liquenes como
monitores. Como variable de respuesta se empleé el Indice de Pureza Atmosférica, IPA
(Leblanc & De Sloover 1970). En 1984, se amplia el 4rea estudiada a la Comarca del
Bajo Maestrazgo. En esta ocasién, se calcul6 el indice cuantitativo IPA y se realizé un
estudio comparativo del espectro de absorbcién de extractos clorofilicos. Tras este
estudio (1984 - 1986), no se detectaron perturbaciones de la flora, ni de la vegetacién
liguénica en el territorio. De hecho, especies liquénicas supuestamente sensibles al

S0O,, como Anapthychia ciliaris (L.) Kérber entre otras, aparecian representadas de

forma espontanea, tanto en el piso bioclimatico mesomediterraneo como en el piso
supramediterraneo, por ejemplares bien desarrollados y frecuentemente fructificados.
Atendiendo a esta ausencia de danos en la flora y vegetacién liquénica, cabia inferir
que los niveles de contaminantes atmosféricos en el area de estudio no debieron
superar el umbral por encima del cual se ven modificadas las comunidades liquénicas
por desaparicién de sus elementos més sensibles. No obstante, bajas concentraciones
de estos contaminantes podrian estar reduciendo el rendimiento metabdlico de los
liquenes.

El estudio de esa sintomatélogia temprana, tanto en el a&mbito de los
ecosistemas naturales presuntamente expuestos al SO,, como bajo condiciones
seminaturales de experimentacioén, planted las cuestiones, cuyos analisis constituyeron

los objetivos concretos de la presente memoria doctoral.
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OBJETIVOS



3. Objetivos

|. Caracterizacion de la respuesta al SO, de distintas especies liquénicas

representadas en la Comarca del Bajo Maestrazgo y en los Puertos de Morella.

La desapariciéon de cualquiera de los elementos del ecosistema debe pasar por
etapas previas, tempranas, caracterizadas por modificaciones del metabolismo
liquénico a distintos niveles y en diferente grado segun la sensibilidad del organismo
considerado a los cambios ambientales que se estan produciendo. Teniendo presente
este hecho y considerando que la totalidad de los anteriores estudios se han centrado
en el anélisis de cambios en la flora o vegetacion liquénica, cabe replantearse la
sensibilidad de algunas de las especies liquénicas representadas en el &area
prospectada, frente al contaminante mas caracteristico originado en procesos de

combustién de carburantes fésiles, el SO,.

l.i. Caracterizacion de la respuesta a la exposicién a SO, a distintos niveles de
analisis.

El estudio de la sintomatologia inducida por la exposicién a SO, incluye el
conocimiento de la respuesta del liquen a distintos niveles de analisis, no sélo por
ofrecerinformacién sobre distintas facetas complementarias, sino también para valorar
qué variables son las primeras en acusar perturbaciones atribuibles al efecto del
contaminante y en qué medida los sintomas observados son especificos del mismo.
Por ello, se plantea la evaluacion de las siguientes variables de respuesta tras la
exposicién a este contaminante en cdmaras de fumigacién, donde las condiciones de

experimentacidon son conocidas:
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1. Variacién en el contenido en clorofilas totales y degradaciéon de la clorofila
a a feofitina a.

Para el desarrollo de este punto debe cumplirse como objetivo previo, la
optimizacién del método de extraccién de clorofila a y b en dimetil sulféxido (DMSO)
y el ajuste de nuevas ecuaciones para su determinacion.

2. Cambios en la fluorescencia temprana de las clorofilas in vivo.

Dado que las técnicas de medida de fluorescencia in vivo se encuentran ain en
pleno desarrollo, es preciso adecuar el método al estudio de los liquenes. Antes de
proceder a la evaluacién del efecto atribuible a contaminantes ambientales, debera
analizarse la influencia de variables tales como relaciones hidricas e historia luminica
previa, en la senal de fluorescencia de las especies liquénicas consideradas.

3. Alteraciones de la ultraestructura del fotobionte liquénico.

Lii. Caracterizacién de la respuesta a distintas dosis de SO,.

Dado que la respuesta del bioindicador depende no sélo de la concentracién del
contaminante, sino que ademdés depende del tiempo de exposicién al mismo, deben
estudiarse los efectos ante la variaciéon conjunta de ambos. La relacién no lineal entre
estas variables - concentracién y tiempo - define el concepto de dosis. Sin embargo,
un mismo valor de dosis puede generar diferentes respuestas del organismo expuesto.
Esto es, la respuesta a altas concentraciones durante breves periodos de tiempo puede
desencadenar diferentes efectos que la exposicion durante periodos prolongados a
concentraciones moderadas del mismo contaminante. Por tanto, ambos supuestos
deben ser considerados:

1. Efecto inducido por exposiciones agudas (cortos periodos de exposicién a
altas concentraciones de SO,).

2. Efecto inducido por exposiciones crénicas (largos periodos de exposicién a
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