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RESUMEN

El adelgazamiento de la capa de ozono estratosférico como consecuencia de la
emisidn antropogénica de halocarburos estd causando un aumento en la radiacién
ultravioleta-B (UV-B: 280-315 nm) que llega a la superficie terrestre. Para evaluar los
efectos que este aumento puede tener sobre los bridfitos acudticos y su capacidad
bioindicadora, se han cultivado dos especies en el laboratorio durante 82 dias bajo
radiacién UV-B suplementaria, y se han analizado las respuestas macro- y micros-
copicas. Asi mismo, se ha comprobado el efecto de la temperatura de cultivo (2 °C
y 10 °C) en la aparicion de dafios. Las especies utilizadas han sido el musgo
Fontinalis antipyretica y la hepdtica foliosa Jungermannia exsertifolia subsp. cor-
difolia, procedentes del Parque Natural de Sierra Cebollera (La Rioja, norte de
Espafia).

El musgo resultd sensible tanto al frio como al aumento en la radiacién Uuv-B
y los dafios causados por ambos factores eran bastante parecidos: color marrdn,
depresion del crecimiento, desarrollo del cuerpo fibrilar central, desaparicion de los
cloroplastos, y presencia de protoplastos grumoso-vesiculosos, vacuolizados y en
Gltimo término hialinos (“células vacias™. Estos sintomas son poco especificos y se
han descrito en varios musgos pleurocirpicos como consecuencia de procesos de
senescencia y estrés, tanto natural como antropogénico. La {nica respuesta especi-
fica al aumento en radiacién UV-B fue un cambio de color en la pared celular, que
pasaba de amarillo a marrén-anaranjado. Esto podria suponer o bien un aumento
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en la sintesis de compuestos absorbentes de radiacién UV o bien la aparicién de
compuestos de degradacion de la pared celular.

La hepatica estudiada resulté sensible a la radiacion UV-B s6lo cuando se com-
binaba con un estrés por frio, y entonces presentaba filidios de color marrén gri-
sdceo y depresion del crecimiento, pero escasos dafios celulares. El resto de las
muestras tenfan un aspecto muy parecido entre si y completamente normal, tanto
a nivel macro- como microscopico.

La mayor tolerancia de Jungermannia exseriifolia subsp. cordifolia con res-
pecto a F. antipyretica podtia deberse a la presencia de compuestos absorbentes
de radiacién UV en los protoplastos de la primera especie. Esta tolerancia parece
tener un reflejo ecologico y coroldgico, de acuerdo con el caricter marcadamente
montano de la hepitica, puesto que tanto ¢l frio como la radiacion UV-B son estre-
ses habituales en sus hibitats tipicos.

Nuestros resuitados indican que la sensibilidad de los briéfitos acudticos a un
aumento en la radiacion UV-B depende de la especie, y por lo tanto su utilizacién
como bioindicadores debe estar basada en una adecuada seleccidn de especies y
variables morfologicas. El cambio de color de las paredes de F. antipyretica pare-
ce ser el sintoma mis especifico y adecuado para este objetivo.

Palabras clave: Bridfitos acudticos, Fontinalis antipyretica, Jungermannia
exsertifolia subsp. cordifolia, radiacion ultravioleta-B (UV-B), morfologia, arroyos,
bioindicadores, La Rioja, Espana.

ABSTRACT

The depletion of the stratospheric ozone layer as a result of antbropogenic emis-
sions of balogenated carbon compounds may cause an increase in the uliraviolet-B
radiation (UV-B: 280-315 nm) at ground level. In order to assess the effects of
enbanced UV-B radiation on aquatic bryophytes and their possible use as bioindi-
cators, two species were cultured in the laboratory for 82 days with a supplement of
UV-B radiation and their macro- and microscopic responses were observed. Also, the
effect of temperature (2 °C and 10 °C) on the development of damage was tested. The
moss Fontinalis antipyretica and the leafy liverwort Jungermannia exsertifolia subsp.
cordifolia, coming from the Natural Park of Sierra Cebollera (La Rioja, northern
Spain), were used.

The moss was sensitive to both cold and enhanced UV-B radiation, and the
damage caused by both factors were quite similar: brown colour, depressed growth,
development of the central fibrilar body, chloroplast disappearance and presence of
protoplasts progressively vesiculose, vacuolized and finally hyaline (“empty cells”).
These symptoms are little specific and bave been described in several pleurocarpous
mosses as a response to diverse processes of senescence and stress (both natural and
anthropogenic). The unique specific response to the enbanced UV-B radiation was
a colour change in the cell walls, from yellow to orange-brown. This could be due to
either an enbanced synthesis of UV-absorbing compounds or to a degradation of the
cell walls.

The lLiverwort was sensitive to enhanced UV-B radiation only when this stress
was applied simultaneously with cold stress, showing then greyish-brown leaves and
depressed growth, although cellular damage was low. The remaining samples loo-
ked healthy and their macro- and microscopic appearances were quite similar.
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The higher UV-B tolerance shown by Jungermannia exsertifolia subsp. cordifolia
as compared with that of F. antipyretica could be due to the presence of Uv-absor
bing compounds in the protoplasts of the former species. This tolevance may justify
the contrasted ecological and chorological ranges of hoth species, since the more
montane character typical of the liverwort could be related to a specific resistance to
cold and UV-B radiation, which are common stresses in the environments in which
it dominates.

Our results suggest that the sensitivity of aquatic bryophytes to enbanced UV-B
radiation is species-specific, and thus their use as bioindicators should be based on
a meticulous selection of both the species and the variables employed. The colour
change of the cell walls of F. antipyretica seems to be the most specific and adequa-
te symptom (o achieve this particular objective.

Key words: Aquatic bryophytes, Fontinalis antipyretica, Jungermannia exsertifo-
lia subsp. cordifolia, ultraviolet-B (UV-B) radiation, mophology, streams, bioindi-
cators, La Rioja, Spain.

0. INTRODUCCION

El adelgazamiento de la capa de ozono estratosférico como consecuencia de la
emision antropogénica de halocarburos esti causando un aumento en la radiacion
ultravioleta-B (UV-B: 280-315 nm) que lega a la superficie terrestre (Lumsden.
1997). Este aumento puede provocar ciertos dafios biologicos que afecten a las
diferentes formas de vida presentes en la biosfera, incluido el ser humano (Ennis
& Marcus, 1996). La radiacion UV-B tiene muchos efectos nocivos sobre las plan-
tas, algunos de los cuales son danos al ADN y alteraciones en la fotosintesis, el cre-
cimiento y el desarrollo (Jansen ef al, 1998), aunque todavia persiste cierta
controversia causada probablemente por la heterogencidad de la metodologia
(Fiscus & Booker, 1995; Allen et al., 1998).

La mayor parte de la investigacion realizada sobre los efectos de la radiacion
UV-B sobre los organismos fotosintéticos se ha centrado en plantas terrestres culti-
vadas, mientras que los sistemas acuaticos han recibido una atencion menor. En los
trabajos que tratan de estos Gltimos sistemas, los organismos mds estudiados han
sido el fitoplancton y las macroalgas de los ambientes marinos, debido a su crucial
importancia como productores primarios, alimento para los animales marinos, fuen-
te de diversos productos naturales utiles, etc. (Franklin & Forster, 1997; Hiider,
1997). Los ecosistemas de agua dulce y los organismos que los habitan han sido
menos estudiados, de acuerdo con su menor contribucion a la biomasa y a la pro-
duccién primaria global. Sin embargo, los rios y los lagos tienen una importancia
ecolégica muy destacada como sistemas locales y, puesto que su profundidad
media es inferior a la de los medios marinos, estin mis expuestos a los efectos
dainos de la radiacién UV-B. Estos efectos se han estudiado con clerta profundi-
dad en diversos tipos de algas dulceacuicolas, especialmente en aquellas que for-
man parte del fitoplancton y del perifiton (Hessen et al., 1997), pero solo
conocemos un trabajo realizado sobre briofitos (Rader & Belish, 1997). Estos auto-
res llevaron a cabo un experimento de campo de 10 semanas de duracion, en el
que Fontinalis neomexicana fue trasplantado desde un lugar de referencia en un
arroyo de montaia a dos localidades del mismo arroyo, una en condiciones de
sombra y otra situada a pleno sol. Las muestras trasplantadas se irradiaron con
radiacion UV-B suplementaria, lo que provocd una importante (aunque no signifi-
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cativi) reduccion en ki biomasa con respecto a las situadas en condiciones norma-
Jes, pero solo en fas muestras expuestis al sol. No obstante, el musgo no crecio bajo
ningunit de las ndiciones impuestas, ni en los controles ni en los tratamientos, y
ademids se registro una pérdida de material en todas las muestras a lo largo del expe-
rimento. Estos hechos comprometen la interpretacion de los resultados obtenidos.

Dentro del contexto briologico, se conocen bastante mds los efectos de la
radiacion UV-B sobre briofitos terrestres v de turberas que sobre acudticos. Se han
realizado diversos estudios de corta duracion sobre especies concretis bajo condi-
ciones de laboratorio o invernadero (Johanson et al., 1995; Sonesson et al., 19906;
Thie & Laasch, 1996: Thle, 1997; Barsig et al., 1998 Markham et al., 1998; Takics et
al., 1999), y también se han llevado a cabo varios trabajos de larga duracion a un
nivel ecosistémico global en condiciones de campo (Gehrke et al., 1996; Gehrke,
1998, 1999: Montiel et al., 1999; Searles et al., 1999; Phoenix ef al., 2001). Las espe-
Cies mis utilizadas han sido Hylocomium splendens, varias especies de Sphagnum
y Polytrichum commune, y los ecosistemas mis estudiados han sido los brezales
circumpolares y las turberas.

Para evaluar los dafios provocados por la radiacion UV-B se han empleado
sobre todo variables fisiologicas relacionadas con el crecimiento, tanto en longitud
Como en peso seco, pero ambién se han usado las tasas de fotosintesis, la com-
posicion pigmentaria fotosintética (clorofilas, carotenoides), la fluorescencia de clo-
rofilas, los compuestos ahsorbentes de radiacion UV y los carbohidratos. En varios
estudios se ha encontraco una disminucion en el crecimiento de los bridfitos como
respuesta a la radiacion UV-B (Sonesson ef al., 1996, Gehrke et al., 1996, Markham
ot al.. 1998; Gehrke, 1998, 1999), pero este efecto parece depender de la especie
(Gehrke, 1999), del disefio experimental (Sonesson et al., 1996) y de otros factores
adicionales como la disponibilidad de agua y la concentracion de CO; ( Gehrke et
al.. 1996). Los efectos de la radiacion UV-B sobre los pigmentos fotosintéticos son
menos claros, va que se han obtenido resutlados contradictorios (Gehrke et al.,
1996; Barsig et al., 1998; Gehrke, 1998; Searles ef al., 1999), aunque el fotosistema
11 del aparato fotosintético parece verse afectado por periodos relativamente cortos
de exposicion (de varios minutos a varias horas) a dicha radiacion (Ihle & Laasch,
199G Thle, 1997; Takdcs et al, 1999). El aumento en la produccién de compuestos
absorbentes de radiacion UV-B, que podria servir de mecanismo protector, se ha
demostrado en la hepitica talosa Conocepbalum conicum (Thle & Laasch, 19906),
pero no en otras varias especies (Gehrke et al, 1996; Barsig et al., 1998; Gehrke,
1998, 1999, Markham et al., 1998; Searles et al., 1999). Incluso algunos autores han
senalado efectos neutros o beneficiosos de la radiacion UV-B sobre el crecimiento
de los briofitos (Johanson et al., 1995; Searles et al., 1999; Phoenix et al., 2001), lo
cual contribuye a complicar mas el asunto.

En algunos estudios se han descrito respuestas morfologicas y ultrastructurales
al aumento en la radiaciéon UV-B, como achaparramiento (Gehrke, 1999), incre-
mento de la esclerofilia de los tejidos (Gehrke, 1998) y degradacion de cloroplas-
tos y nicleos (Barsig et al., 1998), pero todavia no existe ninglin estudio especifico
sobre la evaluacion macro- y micrascopica de los dafios producidos. Por lo tanto,
el presente estudio es el primero a nivel mundial en el que se ilustran los danos
macro- y microscopicos provocados por la radiacion UV-B en briofitos.

Existen tres razones principales para estudiar los efectos de la radiacion UV-B
sobre los briofitos acudticos de rios de montafia: 1) son los productores primarios
mis abundantes en este tipo de ambientes, hostiles para la vida vegeral, y son
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importantes también en los ciclos de nutrientes y en lus redes alimentarias (Bowden
et al., 1999); por consiguiente, cualquier riesgo potencial que afecte a los briofitos
acuiticos podria suponer un riesgo para todo el ecosistema; 2) la simplicidad
estructural de los bridfitos les hace, en principio, muy sensibles a la radiacion UV-
B, puesto que carecen de las defensas estructurales de las plantas vasculares fren-
te a este tipo de radiacion: hojas gruesas con cuticulas muy  desarrolladas,
vellosidades de diverso tipo, epidermis multiestratificada, etc.; y 3) los arroyos de
montana estin expuestos de forma natural a varias condiciones que pueden poten-
ciar los danos por radiacion UV-B, ya que la porcion activa biologicamente de ésta
aumenta entre un 5 % y un 20 % por cada 1.000 m de ascenso altitudinal (Bjorn et
al., 1998), y ademis las bajas temperaturas propias de estos sistemas pueden limi-
tar el desarrollo de los mecanismos reparadores de danios en los organismos foto-
sintéticos presentes (Bjorn et al., 1999). '

El objetivo de nuestro trabajo es aumentar ¢l conocimiento sobre los efectos
de un aumento de la radiacion UV-B en bridfitos acuiticos de arroyos de montana,
dado que, a pesar de la importancia ecologica de estos organismos, solo conoce-
mos un estudio sobre esta materia (Rader & Belish, 1997). Para conseguir este obje-
tivo, cultivamos dos bridfitos en el laboratorio durante 82 dias bajo radiacion UV-B
suplementaria (con respecto a los niveles normales que se reciben en su ambiente
natural), y analizamos los dafos macro- y microscOpicos que mostraban como res-
puesta, Asi mismo, nos interesaba comprobar si la temperatura de cultivo influye
en la aparicién de dafos, puesto que los bridfitos acudticos de montana soportan
frecuentemente temperaturas frias en condiciones naturales. Concretamente, en los
arroyos de la zona de muestreo se dan temperaturas inferiores a 10 °C durante
nueve meses al afio, y el rango térmico anual es 0-15 °C (Garcia Alvaro, 1999). Estas
duras condiciones térmicas pedrian limitar el desarrollo de mecanismos protecto-
res frente a la radiacién UV-B. Las muestras se recolectaron dentro del Parque
Natural de Sierra Cebollera, una zona riojana con un turismo de montafa crecien-
te, que por sus caracteristicas de altitud e innivacion estd sometida a un impacto
notable de la radiacion UV-B. Dado que esta radiacion es perjudicial para el ser
humano (Ennis & Marcus, 1996), parece aconsejable establecer la capacidad bioin-
dicadora que poseen unos organismos potencialmente sensibles como los briofitos
acuiticos, que estin presentes de manera importante dentro del Parque (Martinez
Abaigar & Ederra, 1992). El hallazgo de organismos bioindicadores facilitaria el des-
arrollo de estrategias de proteccion del ser humano frente a la radiacion UV-B.

1. MATERIAL Y METODOS

Se recogieron muestras de dos briofitos acudticos, el musgo Fontinalis antipy-
retica Hedw. y la hepitica foliosa Jungermannia exsertifolia Steph. subsp. cordifo-
lia (Dumort.) Vina (de aqui en adelante J. cordifolia) en el arroyo de primer orden
Senestillos, en la cuenca alta del rio Iregua (La Rioja, norte de Espafa) y dentro del
Parque Natural de Sierra Cebollera. El arroyo fluye sobre areniscas y cuarcitas de la
facies Purbeck-Weald (Jurdsico-Creticico) y la vegetacion dominante es un hayedo.
Las coordenadas del punto de muestreo, que estd ubicado a 1.350 m de altitud, son
42°02° N, 2°37° W. El material de cada especie se tomd de una sola poblacion. Ambas
poblaciones vivian separadas tan sélo 1 m, permanentemente sumergidas y bajo las
mismas condiciones de irradiancia (pleno sol). Las muestras se¢ recolectaron el 15 de
junio de 2001, se lavaron en el mismo arroyo, se almacenaron en botellas de plds-
tico y se transportaron al laboratorio en una nevera portitil siempre por debajo de
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5 9. El material se lavo de nuevo con agua del arroyo, y después se selecciona-
ron muestras sanas de cada especie, con las que se hizo un precultivo en tanques
de 40 1 rellenos con agua del arroyo oxigenacda con un sistema de burbujeo. Las
plantas s¢ mantuvieron a 10 °C con un fotoperiodo 10:14 (luz-oscuridad) durante 5
dias. La densidad de flujo foténico (DFF), que se suministraba por tubos fluores-
centes con un espectro muy parecido al solar (True-Lite, True Sun), era de 100 mmol
m+ s’ en la superficie del agua (sensor cudntico LI-COR LI-190SA).

Después del pretratamiento, se dispusieron dos tanques de 40 1 rellenos con
agua del arroyo, uno de ellos a 10 °C'y otro a 2 °C. La temperatura se controlaba
con un bario circulante de agua y un enfriador de inmersion. En cada tanque se
colocaron 10 tubos de plistico sumergidos hasta su mitad, y en cada tubo se intro-
dujeron aproximadamente 10 g de peso fresco del briofito correspondiente (dpices
de 5 ¢cm de F antipyretica y un tapiz completo de /. cordifolia). Se dispusieron 6
tubos para el musgo y 4 para la hepdtica. Los bridfitos estaban sumergidos a una
profundidad de 1-2 cm, y se comprob6 que era despreciable (inferior al 0.01 %) la
atenuacion sufrida por la radiacion tanto fotosintética como UV al atravesar esta
estrecha capa de agua. La radiacion se suministraba mediante dos tipos de ldmpa-
ras fluorescentes, unas de radiacion fotosintéticamente activa (RFA) de tipo True-
Lite y otras de radiacion UV (Philips TL 40W/12). La abertura no sumergida de cada
tubo se cubria con un filtro especifico para radiacién UV, de manera que se esta-
blecian dos regimenes de radiacion diferentes para cada especie y temperatura:

— Control, $6lo con RFA. Para ello se usaban filtros Ulraphan 395 (Digefra
GmbH), que cortan toda la radiacion con longitud de onda inferior a 395 nm (toda
la UV),

- UV-B, con RFA, UV-A y UV-B. Para ello se usaban fileros Ultraphan 295
(Digefra GmbH), que cortan fundamentaimente la radiaciéon UV-C. En una serie de
experimentos previos (Martinez Abaigar et al., 2001), se habfa comprobado que la
radiacion UV-A no tenia efectos bioldgicos apreciables en las especies utilizadas,
por lo que las diferencias entre el Control y el tratamiento UV deben atribuirse a la
presencia de radiacion UV-B.

Para asegurar la estabilidad de sus propiedades a lo largo del tiempo, las ldm-
paras se mantenian encendidas previamente al experimento hasta que la salida era
estable (100 h), y los filtros se preirradiaban y se cambiaban cada 24 h de irradia-
¢ion (Gehrke, 1998). Los tubos se cambiaban de lugar cada dia para evitar posibles
diferencias en la irradiancia recibida como consecuencia de su posicién bajo las ldm-
paras. Las limparas de RFA suministraban una DFF de 100 pmol m* s* a los briofi-
tos con un fotoperiodo 10:14 (luz-oscuridad), lo cual equivalia a una irradiancia de
aproximadamente 16.5 W m?* Las lamparas UV se encendian durante 4 h diarias
alrededor del mediodia, segin el modelo de onda cuadrada. Dado que la efectivi-
dad de la radiacion UV-B depende notablemente de la longitud de onda (Bjorn,
1999; Tevini, 2000), se calculd la irradiancia UV-B biologica efectiva (UV-Bpg)
mediante el espectro de accion generalizado de dafios a plantas (Caldwell, 1971)
normalizado a 300 nm. En nuestro experimento, la UV-By;; fue 0.67 W m?, equiva-
lente a una dosis de 9.6 k] m? d*. Esta dosis simulaba una reduccion de ozono del
20 % en el sitio de muestreo para unas condiciones de cielo despejado y nivel cero
de aerosoles, de acuerdo con un modelo de ordenador (Bjorn & Teramura, 1993;
Bjorn, com. pers.). Los valores calculados con el modelo se confirmaron in situ
midiendo la radiacion UV-B solar. Las medidas de irradiancia espectral y la com-
probacion de las caracteristicas de transmision de los filtros se hicieron con un
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espectrorradiometro (Macam SR9910), y a DFF se midio con un sensor cuintico
(LI-COR LI-1908A). Los briofitos se cultivaron durante 82 dias y todas las observa-
ciones se realizaron al final del cultivo.

Las observaciones microscopicas se hacian sobre los filidios situados a 1 cm
del dpice en el caso de Fontinalis antipyretica y 2 S mm en Jungermannia cordi-
Jolia. Las fotografias se tomaron con una camara Nikon F-301 acoplada a un con-
junto microfotogrifico Nikon Microflex y a un microscopio Nikon Labophot,
siempre con las mismas condiciones de apertura de diafragma, intensidad de ilu-
minacion, posicion del condensador, ete. La pelicula era Kodak Elite Chrome.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1. Daiios observados en Fontinalis antipyretica

En la Tabla 1 se presenta un resumen comparativo de las caracteristicas macro-
y microscopicas de las muestras de esta especie que fueron sometidas a distintas
temperaturas (10 °C y 2 °C) y regimenes de radiacion (Control y UV-B). Estas carac-
teristicas se ilustran en las Fig. 1-3. Se seleccionaron dos caracteres macroscopicos

FIGURA 1. Aspecto macroscopico de los dpices del musgo acudtico Fontinalis
antipyretica recolectado en el Parque Natural de Sierra Cebollera, tras 82
dias de cultivo en laboratorio bajo diversas condiciones de temperatura y
exposicion a radiacion UV-B suplementaria. Izquierda arriba, muestras
cultivadas a 2 °C y expuestas. Izquierda abajo, muestras cultivadas a 2 °C
y no expuestas. Derecha arriba, muestras cultivadas a 10 °C y expuestas.
Derecha abajo, muestras cultivadas a 10 °C y no expuestas. En la Tabla 1
se detallan las respuestas a los distintos tratamientos.
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DANOS MACROSCOPICOS Y MICROSCOPICOS CAUSADOS POR UN AUMENTO
DE LA RADIACION ULTRAVIOLETA-B EN DOS BRIOFITOS ACUATICOS
_ DEL PARQUE NATURAL DE SIERRA CEBOLLERA (1A RIOJA, NORTE DE ESPANA)

(el color de los filidios y la aparicion de dpices de nuevo crecimiento) y cinco
microscopicos (la presencia del cuerpo fibrilar central y de cloroplastos, el color de
las paredes celulares, y la degradacion de los protoplastos hacia estados vacuoli-
zados-grumosos o hacia la desaparicion de orginulos coloreados).

El musgo resultd sensible tanto al frio como al aumento en lu radiacion UV-B,
y los dafios, tanto macro- como microscopicos, se daban de manera mds severa en
fas muestras cultivadas a 2 °C y expuestas a radiacion UV-B suplementaria (Fig. 1,
2B, 3E, 3F, 3G). Las muestras de 2 °C Control y las sometidas a 10 °C'y radiacion
UV-B suplementaria mostraban un nivel intermedio de lesiones, parecido entre si
(Fig. 1, 2, 3C, 3D), mientras que las muestras de 10 °C Control tenian un aspecto
macro- y microscopico similar al que exhibian al principio del experimento (Fig. 1,
2, 3A, 3B). La tnica diferencia destacable entre las muestras Control de 10 °C al
principio y al final del experimento era que los dpices de nuevo crecimiento pro-
ducidos durante el periodo de cultivo eran mis estilizados y tiernos que los inicia-
les (de acuerdo con esta similitud general y para evitar la redundancia, no se ha
ilustrado el estado inicial). De la citada similitud se puede deducir que las condi-
ciones de cultivo eran adecuadas y no ocasionabuan danos al musgo, de acuerdo
también con los resultados derivados de diversas variables fisiologicas (Martinez
Abaigar et al., 2001).

Desde un punto de vista global, los dafios macroscopicos causados por la
radiacion UV-B o por ¢l frio inclufan:

— Cambios en el color, con predominio de marron en los filidios afectados fren-
te al verde de los no afectados (Fig. 1-2).

— Escaso o nulo crecimiento en longitud (Fig. 1).

Los dafios microscopicos progresaban de la parte media del filidio hacia el
dpice, por lo que las células de la parte media mostraban fases mis avanzadas de
degradacion que las apicales. Los dafos microscopicos incluian alteraciones celu-
lares como:

— Aparicion y progresivo aumento de tamano del cuerpo fibrilar central, que
podia Hegar a ocupar practicamente toda la célula (ver una progresion de este sin-
toma en las Fig. 3A, 3B, 3D, 3E).

— Progresiva desaparicion de los cloroplastos, que iban quedando relegados a
los extremos de las células ante el aumento de tamafio del cuerpo fibrilar central
(Fig. 3D).

~ Cambio de color en la pared celular, que pasaba de amarillo a marron-ana-
ranjado (Fig. 3C, 3E, 3F).

— En fases avanzadas de la degradacion celular, los protoplastos aparecian
grumosos-vesiculosos (Fig. 3E) o muy vacuolizados (Fig. 3F), y en Gltimo término
se volvian hialinos (como si las células estuviesen vacias) salvo a veces en los extre-
mos, en los cuales podian quedar todavia grumos verdosos (Fig. 3G).

Conviene sefalar que existia una importante variabilidad en la manifestacion
de dafios dentro de un un mismo vistago, donde podian aparecer filidios con dis-
tintos niveles de lesiones macro- y microscopicas, e incluso dentro de un mismo
filidio, con células afectadas en diferente grado.

Tanto el frio como la radiacién UV-B suplementaria provocaban la aparicion
de danos parecidos, y las diferencias entre ambos tratamientos eran mis cuantita-
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tivas (cantidad de filidios y células afectados) que cualitativas. No obstante, en el
aspecto cualitativo se debe destacar que el cambio de color de las paredes celula-
res (de amarillo 2 marrén-anaranjado) parecia ser un sintoma especifico de res-
puesta de F. antipyretica a una radiacién UV-B suplementaria.

Algunas de las lesiones descritas, como la pérdida de color verde en los dpi-
ces, la aparicion del cuerpo fibrilar central, la vacuolizacion de los protoplastos o
las “células vacias”, se habian encontrado previamente en briéfitos acuaticos
sometidos a diversos tipos de contaminaciéon o estrés. Concretamente, Glime &
Keen (1984) observaron estas lesiones en varias especies (Fontinalis dalecarlica,
F. duriaei, Rhynchostegium riparioiodes e Hygroamblystegium fluviatile) expues-
tas en laboratorio a concentraciones crecientes de cobre. Asi mismo, Gimeno
(1996) y Gimeno & Puche (1999) describieron un sindrome morfologico pareci-
do en muestras trasplantadas de Fontinalis hypnoides y Rhynchostegium ripa-
rioiodes como respuesta a la contaminacion de origen difuso presente en el agua,
pero también aparecian dafios similares en muestras trasplantadas y no sometidas
a contaminacion. Segln nuestras observaciones, ciertos danos celulares tipicos de
fases tempranas de degradacion celular, como la aparicién del cuerpo fibrilar cen-

FIGURA 2. Detalle del aspecto macroscdopico de los dpices del musgo acudti-
co Fontinalis antipyretica recolectado en el Parque Natural de Sierra
Cebollera, tras 82 dias de cultivo en laboratorio bajo diversas condiciones
de temperatura y exposicion a radiacion UV-B suplementaria. A, dpices
cultivados a 10 °C y expuestos (izquierda) o no expuestos (derecha). B,
apices cultivados a 2 °Cy expuestos (. izquierda) o no expuestos (derecba).
En la Tabla 1 se detallan las respuestas a los distintos tratamientos.
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FIGURA 3. Detalles microscopicos de las células centrales de los filidios del
musgo acudtico Fontinalis antipyretica recolectado en el Parque Natural de
Sierra Cebollera, tras 82 dias de cultivo en laboratorio bajo diversas condi-
ciones de temperatura 'y exposicion a radiacion UV-B suplementaria (en la
Tabla 1 se especifican las respuestas a los distintos tratamientos). A, B,
muestras cultivadas a 10 °C y no expuestas; el cuerpo fibrilar central no
existe (A) o es de tamaiio pequeiio (B). C, muestras cultivadas a 10 °C y
expuestas; las paredes celulares frontales aparecen de tono marron-ana-

ranjado, una vez que los protoplastos han salido de las células por presion. -

D, muestras cultivadas a 2 °C y no expuestas; el cuerpo fibrilar central
ocupa gran parte de la célula y los cloroplastos estdn restringidos a los
extremos de ésta. E, F y G, muestras cultivadas a 2 °Cy expuestas; se obser-
van estados progresivos de degradacion: protoplastos grumosos-vesiculo-
sos y paredes transversales marron-anaranjadas (E), protoplastos
vacuolizados, sin apenas contenido celular aparente, y paredes transversa-
les marron-anaranjadas (F), y finalmente células “vacias” (G).
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tral, ocutren en muestras aparentemente sanas y no sometidas a estreses antro-
pogenicos, por lo que estos danos también parecen estar relacionados con los
procesos de senescencia y/o estes que pueden sufrir los briofitos de manera
natural. De hecho, hemos detectado lesiones macroscopicas y microscopicas,
aunque poco avanzadas y poco generalizadas, en muestras cultivadas a una tem-
peratura fria (2 °C) que puede resultar estresante, pero que se alcanza habitual-
mente en invierno en los arroyos de procedencia (Garcia Alvaro 1999; Beaucourt
20007, Esto parece apoyar la hipotesis de que los dafos descritos son poco espe-
¢ificos y aparecen como respuesta a muy diversos procesos de senescencia y
estrés, tanto natural como antropogénico. Hasta el momento, estos dafos se han
senalado Gnicamente en musgos pleurocirpicos con células alargadas. Por lo
tanto, no se puede concluir que sean sintomas de estrés o senescencia generali-
zables a todos los tipos morfologicos de musgos ni, por supuesto, al conjunto de
los briotitos.

El Gnico sintoma especitico que hemos detectado como respuesta al aumento
de radiacion UV-B es el cambio de color de las paredes celulares, que pasa de ama-
rillo o marron-anaranjado. Este fenémeno podria estar causado por un aumento en
la sintesis de compuestos absorbentes de radiacion UV, como ciertos derivados
fenolicos que poseen dicho color y pueden estar presentes en las paredes celula-
res (Jansen ef al., 1998; Searles et al., 1999 Groniger et al,, 2000). Sin embargo, la
potencial proteccion conferida por dichos compuestos no parece resultar muy Gtil
en Fontinalis antipyretica, y en otros briofitos no se ha podido demostrar un
aumento en los compuestos absorbentes de UV como respuesta 4 un suplemento
de este tipo de radiacion (Gehrke et al., 1996; Barsig et al., 1998; Gehrke, 1998,
1999; Markham et al, 1998; Searles et al, 1999). Por lo tanto, se podria apuntar
como hipotesis alternativa que el cambio de color obedeciera al propio proceso
de degradacion de Lt pared celular inducido por la radiacion UV-B. La resolucién de
esta disyuntiva requiere mds investigacion.

2.2. Dafios observados en Jungermannia cordifolia

La Tabla 2 muestra un resumen comparativo de las caracteristicas macro- y
microscOpicas que presentaba esta especie en respuesta a la temperatura (10 °Cy
2°C) y al régimen de radiacion (Control y UV-B), caracteristicas que se ilustran en
las Fig. 4-7. Se seleccionaron dos caracteres macroscopicos (el color de los filidios
y la presencia de dpices de nuevo crecimiento) y cuatro microscopicos (la presen-
cia de cuerpos oleiferos y cloroplastos, el color de las paredes celulares, y la degra-
dacion de los protoplastos hacia estados grumosos). Como en el caso de F.
antipyretica, el aspecto de las muestras de 10 °C Control al final del experimento
era muy similar a su aspecto inicial, por lo que no se han incluido ilustraciones del
estacdo inicial.

Jungermannia cordifolia resultd sensible a la radiacion UV-B s6lo cuando
se combinaba con un estrés por frio (Tabla 2). En efecto, las muestras cultivadas
bajo radiacion UV-B y a 2 °C tenfan, macroscopicamente, la mayorfa de los fili-
dios de color marrén grisiceo (Fig. 4, 5B, 6B), excepto los 2-3 filidios apicales
que estaban envueltos y protegidos por los inmediatamente inferiores (Fig. 5B);
ademids, no habia ramificaciones de nuevo crecimiento (Fig. 4, 5B).
Microscopicamente, los dafos celulares eran escasos, aunque dependian del
grado de afectacion del filidio. En filidios poco afectados, las células presenta-
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FIGURA +. Aspecto macroscopico de los dpices de la bepdtica acudtica
Jungermannia cordifolia, recolectada en el Parque Natural de Sierra
Cebollera, tras 82 dias de cultivo en laboratorio bajo diversas condiciones
de temperatura y exposicion a radiacion UV-B suplementaria. Izquierda
arriba, muestras cultivadas a 2 °C y expuestas. Izquierda abajo, muestras
cultivadas a 2 °C y no expuestas. Devecha arriba, muestras cultivadas a
10 °C y expuestas. Derecba abajo, muestras cultivadas a 10 °Cy no expues-
tas. En la Tabla 2 se detallan las respuestas a los distintos tratamientos.

ban un aspecto bastante normal, con los cuerpos oleiferos tipicos y los cloro-
plastos aplicados contra la pared, pero las paredes celulares eran de color
marron grisiceo (Fig. 7B). En los filidios mis afectados, las células mostraban un
contenido algo mds grumoso y vesiculoso y las paredes igualmente de color
marron grisdceo, pero se seguian conservando los cuerpos oleiferos y los cloro-
plastos (Fig. 7C).

El resto de las muestras (2 °C Control, 10 °C UV-B, y 10 °C Control) presenta-
han un aspecto muy parecido entre si y completamente normal, tanto a nivel
macro- como microscopico (Fig. 4, 5A, 5B, GA, 7A). Los filidios eran verdes, nor-
males (Fig. 6A), y los vistagos presentaban ramificaciones de nuevo crecimiento,
mis abundantes en las muestras cultivadas a 10 °C (Fig. 4, 54, 5B). Las células tam-
bién mostraban un aspecto normal, con cuerpos oleiferos y cloroplastos, y las pare-
des carecian de tonos marrones y eran completamente transparentes (Fig. 7A). En
ocasiones, los cloroplastos de los cultivos de 10 °C estaban, ademis de aplicados
a la pared, dispersos por el citoplasma, pero esta caracteristica también se observo
en las muestras iniciales que se pusieron en cultivo y su significado necesita mas
investigacion.
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FIGURA 5. Detalle del aspecto macroscopico de los dpices de la bepdlica
acudtica Jungermannia cordifolia recolectada en el Parque Natural de
Sierra Cebollera, tras 82 dias de cultivo en laboratorio bajo diversas con-
diciones de temperatura y exposicion a radiacion UV-B suplementaria. 4,
dpices cultivados a 10 °C y expuestos ( izquierda) o no expuestos (dere-
cha). B, dpices cultivados a 2 °C y expuestos (i izquierda) o no expuestos
(derecha). En la Tabla 2 se detallan las respuestas a los distintos trata-
mientos.

3. CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican claramente que las dos especies estudiadas tienen
diferente sensibilidad a un aumento en la radiacion UV-B y que Fontinalis antipy-
retica es mis sensible que Jungermannia cordifolia. Por lo tanto, y como ocurte
en plantas vasculares (Day, 2001, la sensibilidad de los briofitos a la radiacion UV-
B depende de la especie y no se puede hablar de una misma sensibilidad de los
briofitos como grupo.

El diferente comportamiento de ambas especies podria deberse, al menos
en parte, a la presencia de compuestos absorbentes de radiacion UV, de cardc-
ter soluble, en los protoplastos de [. cordifolia. De hecho, su concentracion es
muy alta en esta especie de manera natural, e incluso se encontré un aumento
del 20 % como respuesta a la radiacion UV-B suplementaria (Martinez Abaigar
et al., 2001). Por el contrario, en F. antipyretica la concentracion natural es
sumamente baja y no aumenta con el tratamiento de radiacion UV-B (Martinez
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FIGURA 6. Aspecto de los filidios de la bepdtica acudtica Jungermannia cor-
difolia, recolectada en el Parque Natural de Sierra Cebollera, tras 82 dias
de cultivo en laboratorio bajo diversas condiciones de temperaturay expo-
sicion a radiacion UV-B suplementaria. A, muestras cultivadas a 10 °C y no
expuestas; aunque se ba omitido la presentacion de ilustraciones especifi-
cas, exbiben un aspecto similar las muestras cultivadas a 10 °C y expues-
tas, y las cultivadas a 2 °C y no expuestas. B, muestras cultivadas a 2 °C y
expuestas. En la Tabla 2 se detallan las respuestas a los distintos traia-

mientos.
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FIGURA 7. Detalles microscopicos de las células centrales de los filidios de la
bepdtica acudtica Jungermannia cordifolia, recolectada en el Parque
Natural de Sierra Cebollera, tras 82 dias de cullivo en laboratorio bajo
diversas condiciones de temperatura y exposicion a radiacion UV-B suple-
mentaria (en la Tabla 2 se especifican las respuestas a los distintos trata-
mientos). A, muestras cultivadas a 10 °C y no expuestas; aungque se ba
omitido la presentacion de ilustraciones especificas, exhiben un aspecto
similar las muestras cultivadas a 10 °Cy expuestas, y las cultivadas a 2 °C
y no expuestas. By C, muesiras cultivadas a 2 °Cy expuestas; se observan
estados progresivos de degradacion: paredes frontales de color marron-
grisdceo (B) y protoplastos grumosos ).

Abaigar et al., 2001). Sin embargo, queda por dilucidar en este aspecto si F.
antipyretica también es capaz de sintetizar otros tipos de compuestos absor-
bentes de UV para depositatlos en la pared celular y, en caso afirmativo, por
qué le confieren un grado tan bajo de proteccion. Asi mismo, hace falta mas
investigacion para evaluar la posibilidad de utilizar los compuestos absorbentes
de radiacién UV que estin presentes en J. cordifolia como fotoprotectores en
el ser humano.

La diferente sensibilidad de ambos briéfitos, tanto al frio como al aumento de
la radiacién UV-B, también podria tener una rafz genética, que ademas estaria en
relacién con sus contrastadas ecologia y corologia. Jungermannia cordifolia es una
especie subdrtica-subalpina en Europa (Duell, 1983), tipica de arroyos oligotrdficos
de montafia, mientras que F. antipyretica tiene una distribucién y un rango ecolo-
gico mucho mas amplios (Martinez Abaigar & Ederra, 1992). La mayor adaptacion
de la hepitica a los ambientes montanos podria estar basada, entre otros factores,
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en una mavor tolerancia al frio y a la radiacion UV-B3, puesto que ambos tipos de
estreses son habituales en los hibitats colonizados y dominados por ella. No obs-
tante, en la misma cuenca del fregua se han encontrado poblaciones de F. antipy-
retica en el piso oromediterrineo, altamente expuestas al frio y a la radiacion UV-B,
por fo que se puede suponer que al menos algunas poblaciones pueden sobrevi-
vir bajo estas condiciones.

Nuestros resultados sugieren que, para utilizar los bridfitos acudticos como
hivindicadores ecologicos de dafios por un aumento de radiacion UV-B, deberia
precisarse meticulosamente tanto la especie como la variable empleadas. En tanto
se estuclien las respuestas morfologicas de un mayor ndamero de especies, el cam-
bio de color de las paredes de £ antipyretica (de amarillo a marrdon-anaranjuado)
parece ser el sintoma mis especifico y, por lo tanto, el mis adecuado para detec-
tar un posible aumento en la radiacion UV-B.
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