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Resumen

La mineria es una de las principales fuentes de contaminacion de suelos por metales
pesados. Las explotaciones mineras producen profundas perturbaciones fisicas y
quimicas en el terreno. De la contaminacidn generada por la mineria los metales pesados
constituyen unos de los contaminantes més estudiados por su toxicidad y persistencia en
el suelo. En concreto, el cobre afecta al desarrollo de los musgos y a sus relaciones
interespecificas con otros vegetales. Tradicionalmente, los briéfitos son considerados
buenos bioindicadores de los efectos de los metales pesados debido a su baja resistencia
a la entrada de contaminantes. Aungue, existe cierta controversia sobre la utilidad de estos
organismos para la bioindicacion directa de los metales pesados.

Este trabajo tiene como objetivo estudiar el efecto de la mineria de cobre sobre las
poblaciones de Ptychostomum capillare, un musgo clasificado como tolerante. Méas
especificamente se analizaran las modificaciones producidas por la contaminacion de
cobre en algunos parametros de crecimiento y reproduccion y sus relaciones
interespecificas con otras especies de bridfitos, liquenes y algas. También hemos
estudiado la absorcion de cobre por los tejidos del musgo en relacion con el cobre
ambiental. Para ello establecimos nueve parcelas (1 x 1 m) a lo largo de un gradiente,
desde concentraciones muy elevadas a concentraciones bajas de este metal en el entorno
de una mina de cobre en desuso en Lozoyuela (Madrid). En cada parcela medimos
abundancia y tamafio de los céspedes de P. capillare, parametros de crecimiento, dafio
observado en las estructuras vegetativas y reproductivas, y la estructura de la comunidad
(presencia de otros organismos en las parcelas y comunidades de epifitos).

Observamos un efecto significativo de los altos niveles de cobre en la densidad de ejes,
el tamafio de las yemas rizoidales, el porcentaje de amarilleamiento y el porcentaje de
otros organismos. La relacion positiva entre el nivel de cobre y la densidad podria deberse
al descenso de la competencia con otros briéfitos. Ademas, observamos la presencia de
protonema persistente en las parcelas con mayor contenido en este contaminante.
Asimismo, hay otros parametros ambientales que afectan al desarrollo de P. capillare,
como la humedad o la materia organica y que interactian con el efecto del cobre
aumentando la variabilidad en las variables de estado y haciendo en ocasiones dificil
individualizar el efecto debido exclusivamente a este contaminante. El contenido de cobre
en los tejidos fue menor de lo esperado en las parcelas con mayor concentracion de este
metal pesado. En este sentido, discutimos la existencia de un mecanismo de exclusién del
cobre en este musgo y como esto comprometeria su uso en bioindicacién directa.
Proponemos finalmente su uso en la remediacion de terrenos contaminados por cobre
debido a su resistencia a este metal y a la baja competencia con otras especies permitiendo
la sustitucion cuando mejoran las condiciones del suelo.



Abstract

Mining industry is one of the main sources of heavy metal soil pollution. Mineral extraction
produces profound physical and chemical disturbance. Among the many effect produced by
mining heavy metals are among the most studied contaminants due their toxicity and
persistence in the soil. Specifically, copper affects significantly moss development and
interspecific relationships among plants. Bryophytes are considered good indicators of the
effects of heavy metal contamination due to their high permeability to contaminants.
However, it is unclear how these contaminants affect mosses. Besides, there is some
controversy about the reliability of these organisms for direct heavy metal bioindication.

This work aims to study the effect of copper mining on Ptychostomum capillare a moss
known to be tolerant to contamination. Specifically we will study disturbances in some
growth and reproductive parameters and their interspecific relationships with other species of
bryophytes, lichens and algae. We also studied the absorption of copper in the moss tissues
related to environmental copper. To do so, we established nine plots (1 x 1 m) along a
gradient, from very high to low concentrations of this metal in the mine tailings of an obsolete
copper mine in Lozoyuela (Madrid). In each plot, we recorded the abundance and size of the
P. capillare patches, the growth parameters and the observed damage in vegetative and
reproductive structures, and the community structure (presence of other organisms in the plots
and epiphyte communities).

We observed a significant effect of high copper content on shoot density, size of the rhizoidal
gemmae, yellowing percentage and percentage of other organisms. The positive relationship
between copper concentration and density might be due the decrease of the competition with
other bryophytes. Additionally, we have observed persistent protonemata in the plots with the
highest copper concentrations. Besides, other environmental parameters seem to be affecting
the development of P. capillare, such as humidity and organic matter. These parameters
interact with the effect of copper increasing the variability of the development variables and
making difficult to identify the effect exclusively related to copper content. The concentration
of this contaminant was lower than expected in the plots with the highest copper content. We
discuss the existence of an exclusion mechanism that could explain the high tolerance to
copper of this moss, and that could compromise its use in direct bioindication. Finally, we
propose the use of P. capillare as a good candidate for use in remediation of soils with high
copper content since it has high tolerance to this heavy metal and, at the same time, low
competitive abilites so that is easily overcomed by other species as soon as the soil conditions
improve.



Introduccion

Cbémo afecta la mineria al entorno

La contaminacién ambiental es una de las causas de pérdida de la biodiversidad en todo
el planeta. En concreto la contaminacion de los suelos es un problema dificil de remediar
ya que el suelo constituye un medio muy complejo y heterogéneo espacial y
temporalmente (Havlicek, 2012). Este tipo de contaminacion tiene especial importancia
en nuestra sociedad porque genera pérdidas tanto en el medio natural como en
explotaciones agricolas (Schade & Pimentel, 2010). En consecuencia la contaminacion
de suelos es uno de los problemas ambientales mas preocupantes. Su caracterizacion
precisa, asi como la evaluacion de los efectos que produce y los métodos de recuperacion
de los suelos constituyen un importante reto ambiental que ha dado lugar a un incremento
sustancial en el nUmero de trabajos sobre contaminacion de suelos en las Gltimas décadas
(Wcisto, 1998; Markus & McBratney, 2001; Cai et al., 2008).

Los elementos que pueden contaminar el suelo son muy variados, desde compuestos
organicos como hidrocarburos aromaticos hasta metales pesados pasando por pesticidas
y otros elementos de sintesis artificial (Alloway, 1995; Flury, 1996; Cai et al., 2008).
Entre estos los metales pesados poseen ciertas caracteristicas que los hacen especialmente
problematicos (véase revision en Cuizano & Navarro 2008): son tdxicos incluso a
concentraciones bajas (1,0-10 mg ml™), producen efectos negativos a corto y largo plazo,
sus diversas formas poseen toxicidad diferencial (el cobre en su paso de forma quelada a
forma idnica libre aumenta su toxicidad 500 veces, Glime, 2007), se acumulan a través
de la cadena tréfica (Khan et al., 2008; Sharma et al., 2007) y no se degradan por ningun
método, ni siquiera con bio-tratamientos (aunque se pueden emplear algunas técnicas para

concentrarlos y retirarlos del medio).

Las explotaciones mineras son una de las principales fuentes de contaminacion de suelos
por metales pesados (Galan & Romero, 2001). Los desechos de estas actividades, que
siguen conteniendo altas cantidades del metal, son almacenados pero pueden pasar al
medio por escorrentia (\Volke et al., 2005). EI aumento de la concentracion de metales
pesados produce diversas perturbaciones en el ecosistema. Por un lado, afecta al
desarrollo, la diversidad y riqueza de especies, por otro también tiene efectos en la
dindmica de la materia organica al modificar las tasas de descomposicion y la

mineralizacion del N (Wong, 2003). Unido a esta contaminacion quimica esta la



perturbacion fisica causada por la extraccion de los minerales, el tratamiento de los
mismos asi como el transporte y el almacenaje de desechos. Ademas, las actividades
posteriores a la extraccion como el lavado y tratamiento para purificar el metal pueden
aportar reactivos que modifican las caracteristicas del suelo, y producir efectos sobre el
pH o la textura (Peres et al., 1980).

Uno de los principales problemas de las explotaciones mineras es que sus efectos
permanecen largo tiempo en el medio una vez terminados los trabajos de extraccion (Puga
et al., 2006): se modifica la textura y los ciclos biogeoquimicos del suelo, se alteran las
concentraciones Yy el contenido de los nutrientes minerales, y se acumulan compuestos
toxicos (metales pesados y reactivos de las transformaciones). En conjunto, disminuye la
retencion de agua, se destruye la estructura edéafica, y se dificulta el enraizamiento de las

plantas.

En la Comunidad de Madrid, se han explotado un buen nimero de minas (300 referencias
en archivos y 57 encontradas por Jorda en 2008, de las cuales al menos 15 extraian cobre)
en la sierra de Madrid. Las explotaciones de cobre se caracterizan por ser de pequefio
tamafio y tener baja productividad (Jorda et al., 2005). La mineria de cobre en Madrid
tiene una larga historia que comenz6 durante el Calcolitico (milenios I-111 a.C.), tuvo dos
repuntes notables en la época romana y en el s. XVI, y luego fue restringiéndose a los
yacimientos mas ricos (Jorda, 2008). Durante el pasado siglo, principalmente en la década

de 1960, las explotaciones se
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explotaciones muy bien preservados (Jorda, 2008). En un trabajo anterior (Elvira et al.,
20153, b), ya realizamos una primera valoracion de algunas explotaciones mineras de este

metal (La Estrella, Fernandito, Chilena y San José).
El cobre como metal pesado y sus efectos en los organismos vegetales

A diferencia de otros metales pesados el cobre se encuentra de forma normal en
organismos sanos ya que es un micronutriente esencial que estd presente en las
metaloenzimas y otras proteinas implicadas en reacciones redox y de transporte
electrénico (Nomura & Hasezawa, 2011; Bravo-Gomez et al. 2015). En pequefias dosis
cubre los requerimientos de los organismos, sin embargo pasa a ser toxico cuando
aumenta su concentracion, en el caso de los vegetales la forma ionica libre (Cu?*) produce

toxicidad por encima de 20-30 mg Kg* (Hernandez-Colorado et al., 2012).

Las concentraciones de cobre en los tejidos, esta relacionado generalmente con la
concentracion de los suelos aunque en algunos casos puede depender del aporte en el agua
que les llegue (Takenaka & Satake, 1991). De forma normal, el cobre en los suelos se
puede encontrar en concentraciones de 13-24 mg Kg* (Kabata-Pendias & Pendias, 2001),
aunque el valor regional de referencia para la Comunidad de Madrid es de 20 mg Kg*
(VR90, BOCM, 2006).

La consideracion legal de suelo contaminado depende en gran medida del uso, de esta
forma los suelos con usos més sensibles a la contaminacion (por ejemplo agricola o
forestal) tenemos valores genéricos de referencia de 80 mg Cu Kg* para la Comunidad
de Madrid (BOCM, 2006). Estos valores son los que al superarse suponen un riesgo
inaceptable para la salud humana. Sin embargo, para suelos industriales los valores
genérico de referencia superan esta cifra 100 veces (BOCM, 2006). Por esta diferencia en
la concepcidn de las autoridades es necesario fijarse en los organismos y en cuando estos
se ven afectados para poder deducir si el nivel de cobre estd afectando al ecosistema y
tener una idea de como evoluciona esta situacion (Holt & Miller, 2011). Para la
contaminacion de suelos se suelen usar microorganismos del suelo, microfauna o plantas
(tanto vasculares como brid6fitos), se escogen estos porque al ser organismos no-moviles
0 poco maviles a gran escala deben soportar o sucumbir a las condiciones locales del
suelo (Markert et al., 2003).



En la mayoria de los organismos vegetales la contaminacion por metales pesados provoca
una reduccion o retraso en el crecimiento, e incluso su muerte. Esto se debe a su efecto
en los procesos de fotosintesis, respiracion y sintesis de proteinas (Hart & Scaife, 1977;
Nomura & Hasezawa, 2011). A escala molecular los metales pesados interactian con los
grupos sulfhidrilos de las enzimas y otras macromoléculas (Panda & Choudhury, 2005;
Shakya et al., 2008), lo que se traduce en dafios en la membrana plasmatica y la salida de
iones potasio (Brown & Wells, 1990). Ademas, se produce una disminucién de la
concentracion de clorofilaen la célula (Guschina & Harwood, 2002; Panda & Choudhury,

2005; Shakya et al., 2008) que puede conllevar altas tasas de mortalidad.
Los bridfitos y el cobre

Para el estudio del cobre y otros metales pesados se suele usar el grupo de los bri6fitos
ya que poseen ciertas caracteristicas que no tienen otros grupos de vegetales terrestres.
En primer lugar, al carecer de cuticulas eficaces, presentan una baja resistencia a la
entrada de iones metalicos en sus tejidos junto con el agua (Barkman, 1969; Soria 1993).
Ademas, la entrada del cobre se ve favorecida por procesos como la absorcion pasiva de
cationes, el consumo activo de aniones, la captura de particulas o el intercambio iénico
(Puckett, 1988; Shakya et al., 2008). Una vez dentro, los briéfitos tienden a impedir la
salida de solutos con mecanismos contragradiente, por lo que el cobre se acumula en éstos
(Carginale et al., 2004; Shakya et al., 2008).

Una vez en los tejidos, los cationes de cobre gquedan inmovilizados por las cargas
negativas de la pared celular, por lo que su paso al resto de la célula es muy reducido o
se produce muy lentamente (Chettri et al., 1997; Shakya et al., 2008). Esto se ha
observado en un musgo metal6filo, Scopelophila cataractae (Mitt.) Broth., donde el
cobre se acumula principalmente en la pared, y pasa en menor medida al citoplasma 'y a
los cloroplastos (Satake et al., 1988; Satake, 2013). La retencion del cobre en la pared
como sistema de defensa no es total ni ocurre al mismo nivel en todas las especies (Tyler
1990; Shakya, 2008). En cualquier caso una vez que este metal penetra en el citoplasma
afecta a la estructura de la membrana (Panda & Choudhury, 2005) y con ello a los
procesos de division por lo que puede limitar la reproduccion sexual y asexual al impedir

la formacidn de yemas y la germinacion en algunas especies de briofitos (Glime, 2007).



A pesar de estos inconvenientes podemos esperar algun tipo de mecanismo de resistencia
frente al cobre, ya que hay especies que crecen en zonas contaminadas. Sin embargo,
aungue se supone la existencia de este, su naturaleza y funcionamiento no esta clara. A
nivel molecular se ve una activacion de los mecanismos antioxidantes (Panda &

Choudhury, 2005), sin embargo, en cuanto al organismo no se tienen datos.

Debido a estas diferencias en la respuesta, el nivel de tolerancia de los bridfitos al exceso
de metales es muy variado, tanto entre los diversos grupos como entre las especies que
los forman. Asi, los briofitos -al igual que otras plantas- se clasifican en varias categorias
en relacion a su resistencia a los metales pesados. Son sensibles aquellas especies cuya
misma supervivencia se ve comprometida, tolerantes las que pueden sobrevivir pero no
se encuentran en sus condiciones éptimas), hiperacumuladoras (concentran en sus tejidos
altas dosis de contaminantes, de hasta 1000 mg Kg* en el caso del cobre: Jara-Pefia et al.,
2014) y metaldfilas (requieren de metales en el sustrato para desarrollarse: Becerril et al.,
2007). En el caso de los briofitos existen los denominados “musgos del cobre”,
organismos metaldfilos que poseen una preferencia por la presencia de este metal en el
suelo (Glime, 2007b). Entre éstos se encuentran Mielichhoferia elongata Rehmann, M.
mielichhoferi Wijk & Margad., y diversas especies de Scopelophila (Martensson &
Berggren, 1954; Persson, 1956).

Bioindicacién directa e indirecta

Debido a los diferentes tipos de respuesta a los metales pesados antes comentados, es
posible observar en los briofitos cambios producidos como respuesta a altas
concentraciones cuya entrada no pueden controlar. Estos cambios se dan tanto en los
organismos individualmente como en la composicion y estructura de las comunidades, ya
que algunas especies son mas sensibles que otras a los contaminantes (Lepp & Salmon,
1999). Por ello los briofitos se han utilizado durante afios para comprobar si hay
contaminantes en el medio y cual es su concentracion (Holt & Miller, 2011), lo que se

conoce como bioindicacion.

Sin embargo, podemos diferenciar dos tipos de bioindicacion: la directa y la indirecta
(Markert, 2007). Consideramos un organismo bioindicador directo cuando proporciona
informacion cuantitativa de la cantidad de contaminante en el medio a través de la
cantidad de este en sus tejidos. Por otro lado, los bioindicadores indirectos nos ofrecen

informacidn acerca de la cantidad de contaminante segun los efectos que éste produce.



En el caso del cobre, estos efectos pueden ser muy variados (Markert, 2007) y se pueden
ademés producirse a diferentes escalas. Por un lado puede provocar cambios en la
organizacion celular e histolégica que pueden manifestarse como modificaciones
morfologicas o fisiologicas. Por otro, estas alteraciones tienen efectos a escalas algo
mayores ya que también pueden modificarse la estructura de la poblacion y las relaciones

interespecificas (Markert, 2007).

Ademas, recientemente, esta cobrando interés el estudio de las relaciones que los musgos
establecen con sus comunidades de epifitos. Aunque ain no se conocen bien, parece que
los musgos son capaces de regular su carga de epifitos segin sus necesidades
nutricionales, en especial de nitrégeno (Rousk et al., 2013). En nuestro estudio anterior
sobre briofitos de minas de cobre (Elvira et al., 2015a, b) observamos que la presencia de
epifitos era indicativa del mal estado o del grado de afeccion por perturbaciones o metales
en musgos procedentes de explotaciones mineras, y planteamos la posibilidad de incluir
estas observaciones como posibles fuentes de datos interesantes en bioindicacion

indirecta.
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Fig. 2: concentracién media de cobre en musgos por cuadricula EMEP (50 Km x 50Km) en

1995 (izquierda), 2005 (centro) y 2010 (derecha). Los datos del 2010 tienen un limite menor

para las clases de color que los de los otros afios. Fuente: Harmens et al. (2010) y Harmens

et al. (2015a).
El grupo internacional de investigacion europeo ICP Vegetation ha usado la bioindicacion
directa en planes quinquenales desde 1995 bajo la supervision de la ONU para comprobar
el descenso en Europa (Fig.2) del contenido de metales pesados en la atmosfera, asi como
para medir la cantidad de estos (Harmens et al., 2010; Harmens et al., 2015a). No
obstante, la efectividad de este método se ha puesto en entredicho por diversos sectores
de la comunidad cientifica al considerar que existe una distorsion entre la deposicién

atmosférica de los contaminantes y la acumulacién en los tejidos (Aboal et al., 2010;
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Schroder et al., 2010). Las diferencias entre las concentraciones en los tejidos y en el
medio van a depender de factores ambientales y de las diferentes especies que se usen
(Lepp & Salmon, 1999; Aboal et al., 2010; Schrdoder et al., 2010; Schroder et al., 2014).
Estos autores sostienen que, probablemente la concentracion de contaminantes en los
tejidos se pueda usar para estimar de forma cualitativa la deposicion atmosférica de
cadmio y plomo, pero que para el resto de elementos, que no tienen como principal medio
de difusion el aire, no deben ser usados (Aboal et al., 2010).

A pesar de las reticencias mostradas en el uso de los musgos como bioindicacion directa,
no se puede negar el efecto que los metales pesados tienen en estos organismos de modo
que la bioindicacidon indirecta sigue siendo de utilidad, siempre que se tengan en cuenta
variables ambientales que puedan modificar el efecto del contaminante (Aboal et al.,
2010; Schroder et al., 2010; Schroder et al., 2014) y se sigan protocolos estandarizados
(Harmens et al., 2015b; Fernandez et al., 2015).

Especie estudiada Tabla 1: Listado de especies tolerantes a cobre
encontradas en las zonas afectadas de las minas
El afio pasado durante la realizacion  Chilena y Estrella.
del TFG (Elvira et al., 2015a, b) | -ESPecies tolerantes a cobre
Bryum argenteum Hedw.

encontramos un grupo de especies Bryum dichotomum Hedw.
) . . Bryum gemmiparum De Not.
gque parecian tolerar bien los niveles Cephaloziella rubella (Nees) Warnst.
altos de cobre en el suelo (Tabla 1), | Pidymodon acutus (Brid.) K.Saito
Grimmia pulvinata (Hedw.) Sm.
Para comprobar el efecto de la Ptychostomum capillare (Hedw.) Holyoak &

.. . N. Pedersen
actividad minera en general y del Syntrichia princeps (De Not.) Mitt.
cobre como contaminante  en Syntrichia ruralis (Hedw.) F.Weber & D.Mohr
var. ruralis

particular escogimos de esta lista la Tortula muralis Hedw. var. muralis
Tortula subulata Hedw.

especie  Ptychostomum  capillare
(Hedw.) Holyoak & N. Pedersen (= Bryum capillare Hedw.). Se trata de un musgo
acrocarpico de distribucion cosmopolita (Shaw & Petersen, 2005), que puede aparecer en
maultiples sustratos aunque tiene preferencia terricola (Dierf3en, 2002; Casas-Garcia, &
Burgaz, 2002). Se ha documentado en numerosas ocasiones la resistencia de esta especie
a los contaminantes asi como su tolerancia a la perturbacion del suelo y es habitual
encontrarlo en muestreos realizados en medio urbano (Mazimpaka et al., 1988; Soria,
1993; Sabovljevi¢ & Grdovi¢, 2009). La especie es capaz de desarrollarse en zonas con
altas concentraciones de contaminante y por lo tanto es una buena candidata para el
estudio de los efectos del cobre.
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Importancia de la remediacion de suelos

Al igual que otras plantas los bri6fitos modifican la estructura del suelo (Angers & Caron,
1998). Al atravesarlo con sus estructuras subterrdneas (rizoides) favorecen la
estabilizacion de particulas del suelo. También contribuyen al equilibrio en el régimen
hidrico del suelo debido a su capacidad de retencion hidrica. Ademas, pueden tener
importancia para los procesos biogeoquimios ya que excretan sustancias especificas y
establecen interacciones con otros organismos de la rizosfera (Lindo & Gonzalez, 2010).
El uso de las plantas y sus organismos asociados para neutralizar los contaminantes
ambientales y sus efectos se denomina fitorremediacién (Cunningham & Ow, 1996). La
fitorremediacion de los suelos con metales pesados se puede realizar con dos acciones
complementarias, la fitoestabilizacion y la fitoextraccion. La fitoestabilizacidn consiste
en el crecimiento de plantas tolerantes a la contaminacion que blogueen la movilidad de
los contaminantes, con ello se consigue estabilizar el terreno y modificar las
caracteristicas del suelo de tal manera que permite la colonizacién de otras plantas (Wong,
2003). Por otro lado la fitoextraccion consiste en la traslocacion del contaminante a los
tejidos vegetales, para ello se suelen usar los denominados hiperacumuladores (Wong,
2003), que hemos comentado en el apartado “Los briofitos y el cobre”. Durante la
fitoextracion algunas plantas pueden retirar contaminante hasta niveles lo suficientemente
bajos para considerar el medio poco contaminado (Dickinson & Lepp, 1997). Hay que
tener en cuenta que en muchos casos se usan cultivos u organismos modificados para la
fitorremediacion. Sin embargo, es mas recomendable el uso de especies silvestres para

procurar la recuperacion de las comunidades naturales (Wong, 2003).

Los briofitos no se han tenido en cuenta para la fitorremediacién por su pequefio tamafio,
sin embargo tienen ventajas intrinsecas a su biologia. En primer lugar se diferencian de
los otros representantes vegetales en que estan presentes en la etapa de costra bioldgica
(Casillo-Monroy et al., 2011). Esta etapa pionera de la vegetacion tiene una gran
importancia en la formacién, proteccion y dinamica del suelo, desde el aporte de materia
organica hasta favorecer la agregacion de particulas (Belnap & Lange, 2003). Otra razén
para el uso de briofitos es su capacidad de reviviscencia por su condicion de criptdgamos
que las permite resistir periodos adversos como la sequia estival del mundo mediterraneo
(Sabovljevic et al., 2007).
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Es cierto que su uso quedaria restringido casi totalmente a la fitoestabilizacion por la
dificultad para “cosechar” el material vegetal para reciclarlo en el proceso de
fitoextraccion (Wong, 2003). Sin embargo, la dindmica de sus comunidades son muy
rapidas por lo su desarrollo y evolucién se produce a una escala mas rapida que en plantas
vasculares (Belnap et al., 2006). Ademas, se conoce relativamente bien qué especies son
habituales en ambientes urbanos y contaminados y por lo tanto con elevada tolerancia a
la contaminacion y la perturbacién (al menos urbana). Algunos buenos ejemplos de estas
especies tolerantes presentes en la flora ibérica son Bryum dichotomum, Syntrichia ruralis
y nuestra especie de estudio Ptychostomum capillare (Ballesteros & Ron, 1985;
Mazimpaka et al., 1988; Rams et al., 2000; Oliva Alonso, 2001).
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Hipotesis y objetivos

Suponemos que el cobre afectara a Ptychostomum capillare en diferentes aspectos de su
biologia. A escala celular e individual esperamos muerte celular en los casos méas graves,
asi como modificaciones morfoldgicas en los tejidos, ralentizacién en el crecimiento y
efectos negativos en las estructuras de reproduccion sexual y asexual. Por otro lado, a
escala de comunidad esperamos que produzca un empobrecimiento de las comunidades
en las que encontremos a P. capillare y una reduccion en la capacidad de protegerse frente
a patégenos o parasitos. Sin embargo, debe haber algin mecanismo por que permita a
esta especie crecer en terrenos muy contaminados por cobre. Si este mecanismo existiera,
nos planteamos la utilidad de P. capillare como bioindicador, ya que al evitar la entrada

de contaminantes habria una distorsion respecto al nivel de cobre en el suelo.

Al ser la actividad minera una perturbacién quimica y fisica suponemos que habra otros
factores que afecten a su crecimiento mas alla del aumento de la concentracion de cobre.
Por Gltimo nos planteamos la capacidad de este musgo para la recuperacion de los suelos
contaminados. Por lo tanto los objetivos que se plantean en este trabajo son:

e Estudiar en una mina representativa el efecto de la contaminacion de cobre en

Ptychostomum capillare a diferentes escalas:
» Variacion del tamafio poblacional y la estructura de la comunidad
= Dafio celular y tisular en las estructuras vegetativas
= Efectos en el crecimiento y el desarrollo
= Dafio en las estructuras de reproduccion sexual y asexual

e Comparar los efectos de la contaminacion por cobre con otros factores como la
erosion, la degradacion de la estructura del suelo o el porcentaje de materia
organica y humedad

o Estudiar las posibles estrategias de resistencia que explique su comportamiento
frente a este contaminante

e Discutir su utilidad en la bioindicacion directa comparando el contenido de cobre
en los tejidos con el presente en el suelo

e Evaluar la utilidad de esta especie en la remediacion de terrenos contaminados por

cobre dada su aparente resistencia a este metal
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Material y métodos

Eleccion de la zona de estudio y de la especie

Entre las explotaciones mineras abandonadas
mas localizables y accesibles, elegimos la mina
La Estrella por ser, de las estudiadas durante el
trabajo de fin de grado, la que presentaba
diferencias més claras en cuanto a niveles de
cobre en las zonas consideradas mas y menos
afectadas (hasta 23 wveces superior en la
afectada, Tabla 2) y, a la vez una abundancia

relativamente alta de briofitos. La mina

Tabla 2: Contenido de metales en
sustrato afectado por los residuos
mineros de la mina Estrella (Madrid).
Anélisis realizado mediante digestion
(HNOs, HC|, HF, HzOz Yy Hzo, a110°C
durante 3 horas) y TXRF.
Concentracion Cu (ppm)

Afectada  No afectada
Al 58,9 59,3
Fe 30,230 28,952
Cu 36,048 1,679
Zn 0,411 0,073
As 0,085 0,386
Pb 0,025 0,588

Chilena, que también presentaba diferencias en cobre apenas proporcionaba muestras y

era imposible hacer un control en las inmediaciones. Al seleccionar las zonas de muestreo

se intentd evitar la presencia de arbustos de gran tamafio que pudieran modificar las

condiciones del suelo y aportar una humedad diferencial a la del resto de la zona. A

excepcion de una de las parcelas (la parcela 8, en el area muy afectada de la mina: véase

Tabla 4), todas tienen una pendiente reducida.

Se escogid la especie de musgo Ptychostomum capillare por ser abundante en todas las

minas y presentarse tanto en zonas no afectadas como en zonas con alta contaminacion

por cobre (Tabla 3). Dado su tamafio, relativamente grande, nos permitia una mayor

cantidad de material vegetal para los andlisis posteriores. Ademas, tiene la ventaja de

producir yemas rizoidales como sistema de

Tabla 3: Catalogo de especies de la mina
Estrella.

-Bryum dichotomum Hedw.

-Bryum gemmiparum De Not.
-Cephaloziella rubella (Nees) Warnst.
-Didymodon acutus (Brid.) K.Saito
-Grimmia pulvinata (Hedw.) Sm.
-Ptychostomum capillare (Hedw.) Holyoak
& N. Pedersen

-Syntrichia princeps (De Not.) Mitt.
-Syntrichia ruralis (Hedw.) F.Weber &
D.Mohr var. ruralis

-Tortula muralis Hedw. var. muralis
-Tortula subulata Hedw.

-Riccia gougetiana Durieu & Mont. var
gougetiana

-Tortella squarrosa (Brid.) Limpr.

'J.' . - . sl . - y
Fig. 3: Pie de Ptychostomum capillare con

restos de los rizoides donde se puede apreciar el
tamarfio y aspecto de las yemas rizoidales.

reproduccion vegetativa. De hecho el color

e
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e

T
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rojo intenso y el gran tamafo de las yemas es un caracter diagnostico de esta especie
(Fig.3). Es también, una especie relativamente facil de identificar en campo por sus
caracteristicos filidios acabados en un pelo y enrollados en espiral cuando el musgo esta

Seco.

Dado que uno de los objetivos consiste en investigar cuanto y como absorbe el cobre la
especie seleccionada, necesitamos una especie de referencia que lo absorbe activamente.
Para ello utilizamos Scopelophila cataractae, una especie que se caracteriza por requerir
concentraciones elevadas metales pesados (principalmente cobre) en el medio para poder
desarrollarse. Las muestras usadas se guardaron en el herbario de MA-UAM con las
siguientes etiquetas:

Scopelophila cataractae Mitt. (Borth.) ~ Scopelophila cataractae Mitt. (Borth.)

Japén, Prefectura de Yamagata Japon, Prefectura de Iwate

Yamagata-shi, Uesugi-jinja Complejo de templos de Hiraizumi, bajo el tejado
Leg.: Belén Estébanez. 21/08/2015 de una casa particular, cerca del teatro Noh.

Det.: Belén Estébanez. Leg.: Belén Estébanez. 23/08/2015

Det.: Belén Estébanez.

Area de estudio

El muestreo se realizé en el entorno de la mina La Estrella (40°56°25,5”N - 3°37°54,770,
a1117 m) los dias 20, 21y 22 de enero de 2016. Esta mina se encuentra en la Sierra Norte
de la Comunidad de Madrid, en el término municipal de Lozoyuela-Navas-Sieteiglesias.
Esté situada a 200-250 metros de la autovia A-1. Comenzé su explotacion entre 1890 y
1899 (Dominguez, 1890; Jorda, 2008), y fue abandonada en torno a 1965. En ella se
extraia cobre, plomo y wolframio (Jorda, 2008). ElI mineral explotado en las minas de
cobre de la zona (Garganta de los Montes y el Cuadron) es la calcopirita. La mina de
estudio comparte caracteristicas geoldgicas con el resto por lo que es de esperar que
también extrajeran este mineral (Jorda, 2008). La superficie afectada por la mineria es de

4514 m?, mientras que las escombreras solo ocupan 1633 m? (Jorda, 2008).

El area de estudio se sitla sobre una pendiente suave en sentido noroeste-sureste. El
paisaje en el que se engloba es un encinar abierto (Quercus ilex subsp. ballota),

encontramos matorral formado por Cistus ladanifer, Cistus laurifolius y Halimium
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ocymoides. El sustrato en el area de estudio lo identificamos como formado por arenas
arcosicas y presenta un alto grado de pedregosidad. El suelo es predominantemente pardo
con presencia de materiales rojizos, posiblemente debido a la presencia de d6xidos e

hidroxidos de hierro, excepto en algunas zonas mas claras sin presencia de vegetacion.

En la zona noroeste de la mina se encuentra una construccion en ruinas con una coloracion
azul-verdosa en las paredes que evidencia posibles restos de cobre o malaquita/calcopirita
almacenados tras la extraccion o el tratamiento. En general la propiedad se encuentra
altamente perturbada, y actualmente se usa como escombrera. Se observan a su vez
rodadas de vehiculos (seguramente camiones) que indican una perturbacion constante del

terreno.
Zonacion

En la mina la Estrella y alrededores se delimitaron 9 parcelas de 1 m? representativas de
un gradiente de contaminacion por cobre y perturbacion. La eleccion de las parcelas se
hizo mediante aproximacion visual de la cantidad de cobre en el suelo. Se considero6 que
una zona tenia contaminacién por cobre cuando se encontraron restos de color azul-
verdoso en el sustrato, o cuando por la posicion respecto al foco de contaminacion era
plausible esta suposicion. Para catalogar una parcela como perturbada se tuvo en cuenta
sobre todo la presencia de piedras sueltas 0 aportes de cascotes: su abundancia era
indicativa del grado de perturbacion.

indican aumento del contenido de cobre observado in situ.
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Se eligieron 2 parcelas cerca del foco de contaminacion (9 y 7 de la Fig. 4), 2 a distancias
intermedias (8 y 6 de la Fig. 4), 2 lejos del foco pero dentro del &rea de explotacion de la
mina (5 y 4 de la Fig. 4) y 3 parcelas fuera de la zona de influencia de la mina (3,2 y 1 de
la Fig. 4). En cuanto a la perturbacion, se escogieron 2 parcelas poco perturbadas, una a
distancia intermedia dentro del gradiente de cobre y una fuera de la zona de influencia (6
y 3 de laFig. 4). En la Tabla 4 aparecen descritas de menor cantidad aparente de cobre a

mayor (Fig.4):

Tabla 4: Descripcion y localizacion de las parcelas del gradiente.

N° | Cu | Per. | Coordenadas Observaciones

1 |- + 40°56,372°N; 3°38,019°0 | Junto al camino, sin restos de cobre

2 |- + 40°56,401°N; 3°38,062°0 | Bajo una encina, cerca de la mina pero
pendiente arriba, sin restos de cobre

3 |- - 40°56,432°N; 3°37,984°0 | En  una pradera, con abundantes
excrementos de ganado, sin restos de cobre

4 |+ |+ 40°56,362°N; 3°37,956’0 | Junto al camino, con pequefias encinas,

apenas restos de cobre

5 |+ |+ 40°56,343°N; 3°37,943°0 | En el extremo inferior de la pendiente, con
algunas piedras azul-verdosas (con
depdsitos de cobre)

6 |+ |- 40°56,359°N; 3°37,985°0 | En un promontorio, mejor desarrollado,
mas vegetacion. Con algunas piedras azul-
verdosas

7 |+ |+ 40°56,361°N; 3°37,990°0 | Muy perturbada por el paso de maquinaria,
con restos evidentes de cobre

8 |+ |+ 40°56,357°N; 3°37,986°’0 | Elevada pendiente y arbustos secos. Gran
cantidad de restos de cobre

9 |+ |+ 40°56,357°N; 3°37,999°0 | Con escombros y muchos restos de color
azulado verdoso, posibles restos de cobre.
Gran cantidad de piedras con restos de
cobre

Medidas tomadas

En cada parcela se tomaron datos de porcentaje de cobertura vegetal (de musgos, liquenes,
hepéticas, vasculares lefiosas y herbaceas) y la pedregosidad del suelo. Se recogié una
muestra de suelo por parcela que estaba constituida por 5 sub-muestras (4 en las esquinas
y uno en el centro) que se mezclaron para homogeneizar la muestra. Las muestras fueron

tomadas en los 5 primeros centimetros de suelo.
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En cada parcela de 1 m? se midieron,
geolocalizaron 'y recogieron todas las
céspedes, un total de 462, de Ptychostomum
capillare. Y en cada uno de los céspedes se
tomaron medidas de sus dimensiones (la
profundidad no se recogid, ya que el método
de medicién no era adecuado para musgos
terricolas con parte basal muy degradada).
También se apunté qué especies aparecian
compartiendo el area ocupada por este
musgo, asi como el porcentaje que

ocupaban (Tabla 5).

En una seleccién representativa de los
céspedes de P. capillare se midieron
ademas diversas variables en brotes

individuales (Tabla 5). Para elegir la sub-

Fig. 5: Filidio con células hialinas (arriba) y muestra de cespedes, se dividieron las

yema rizoidal (abajo). Estas son algunas de  muestras en diferente clases de tamarfio
las variables medidas en Ptychostomum

capillare segun los criterios que aparecen a

continuacion: 1: <1,5 cm?, 2: <4,5 cm?, 3:
<13,5 cm?, 4: <40,5 cm? y 5: >40,5 cm?. Las medidas en brotes individuales se tomaron
en el 10% de las almohadillas de cada clase. Para optimizar el tiempo de trabajo, algunas
medidas de las medidas se omitieron en dos de las parcelas (1 y 4) pues, en los analisis

de suelo, mostraban caracteristicas semejantes a las parcelas 2 y 5 respectivamente.
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Tabla 5: Variables medidas en las diferentes parcelas

Nombre de Ia Descripcién

variable

Porcentaje de otros 1  Parte de la poblacion ocupada por otra especie.

organismos NB: Se ha considerado invasor todo lo que reduzca la densidad de un

césped definido de Ptychostomum capillare, incluyendo ocasionalmente
suelo y piedras

Avrea real (cm?) 1 Resultado de restar al area total el porcentaje de otros
organismos

N° invasoras 1 Numero de especies diferentes que se introducen en los
céspedes

Altura del eje 2  Medido desde la aparicion del primer rizoide hasta el &pice

del caulidio, en el pie representativo de mayor altura
Amarilleamiento 2 | Porcentaje de pies afectados dentro de la poblacién.
Amarilleamiento.pie 2  Porcentaje medio de tejido dafiado en cada pie.
Densidad de brotes 3 Numero de ejes por cm?.
Frecuencia de yemas 3* Numero de ejes en los que aparece una 0 mMas yemas
rizoidales rizoidales (Fig. 5)
N° de yemas por eje | 3* = NUmero de yemas que aparecen en cada eje (Fig. 5)
Tamafio de las yemas 3% Tamafio en um de las yemas encontradas (Fig. 5)

Degradacion del 3° Porcentaje del margen que se encuentra roto o con
margen evidencias de degradacion

Degradacion del 3° Porcentaje de los filidios medidos que estan afectados
margen

Reproduccion sexual ~ 3*  Numero de esporofitos, anteridios o arquegonios en los ejes
seleccionados

Células hialinas 3 Porcentaje de la lamina que tiene células hialinas (sin
cloroplastos, Fig. 5)

Células hialinas 3" Porcentaje de los filidios medidos que estan afectados (Fig.
5)

Afeccion por epifitos  3°  Porcentaje de los filidios medidos que estan afectados
Cobertura de epifitos = 3° Porcentaje de la lamina cubierto por algin tipo de epifito
(alga, hongo etc.)
1: medido en todas los céspedes de las 9 parcelas, n= 462
2: medido en todas los céspedes de 7 de las parcelas n= 367
3: medido en el 10% de cada clase de tamafio para las 7 parcelas n= 55
a: 5 medidas por césped, se trabaja con la media (5 ejes)
b: 15 medidas por césped se trabaja con medias (5 ejes, 3 filidios por eje)

Andlisis del suelo

Se reservo una porcién de la muestra tomada en campo para medir la humedad. El resto
se dejo secar al aire y se pasé por un tamiz de 2 mm de luz para separar la fraccién suelo
o tierra fina (< 2 mm de diametro de particula) de la fraccidn gruesa (> 2 mm). Se pesaron

ambas fracciones para obtener el % de elementos gruesos.
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La humedad higroscopica (W) se determind manteniendo las muestras de suelo traidas
del campo en estufa 105°C hasta alcanzar un peso constante. La humedad higroscopica

W se calcula por la pérdida de peso de la muestra desecada a través de la formula

gh—gs
gh

donde gh representa el peso (en gramos) del suelo humedo y gs el peso (en gramos) del

propuesta por Kaurichev et al. (1980): * 100 = humedad higroscopica (%),

suelo seco.
En las muestras secadas y tamizadas se realizaron las siguientes determinaciones:

» pH: se determino en agua destilada (pH H20) y en una disolucién KCI 1M (pH
KCI) ambas en una relacién 1:2,5. Las mediciones se realizaron en un pHmetro
Thermo ORION Model 720.

= Textura: se obtiene la distribucion de los tamafios de particulas minerales del
suelo. Determinando los porcentajes en fraccion arena (2mm-50um), fraccion
limo (50um-2um) y fraccion arcilla (<2um). Se determin6d mediante el método
Boyoucos (MAPA, 1994) con dispersion previa usando una mezcla de

hexametafosfato sddico y carbonato sédico, a pH 8,5 en proporcion 1:1.

= Materia organica: Se realiz6 en una muestra pasada por tamiz y pulverizada en
mortero de agata. Se determin6 usando el método Walkey Black (1947), basado
en la oxidacion del carbono organico oxidable con dicromato potésico en medio
acido. Posteriormente se valord el exceso de dicromato con sal ferrosa (Mohr,
sulfato ferroso amoniacal), utilizando difenilamina como indicador (MAPA,
1994).

= Nitrogeno: Se realizo tras pasar por el tamiz de 2 mm y por el mortero de agata.
Se llevé a cabo con una variante de la técnica Kjendahl mediante la cual la muestra
de suelo fue digerida con éacido sulfarico concentrado y un catalizador (Cu y Se)
que facilita la transformacion del nitrégeno en ion amonio. Se digirié en bafio de
arena con rampa de calentamiento hasta la total decoloracién del suelo. A
continuacion el ion amonio fue determinado con electrodo selectivo de amonio
(ammonia electrode) Orion 9512HPBNWP. Este electrodo requiere la extraccion
del amoniaco gaseoso mediante la adicion de un compuesto altamente alcalino
(ajustador de fuerza idnica, NHs" + OH = NHz3 + H20). Se calibré el electrodo

con soluciones patron de amonio de 10 y 100 ppm.
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Contenido total de cobre: se determinaron en la muestra tamizada, pulverizada en
un mortero de &gata, y posteriormente sometida a digestion con agua regia, es
decir, una mezcla de HCl y HNO3 (3/1 v : v; ISO 11466, 1995). El extracto fue
medido por espectrofotometria de absorcidon atobmica en un equipo Perkin-Elmer
Analyst 800.

Contenido de cobre y fosforo
extraibles: se analiz en la muestra
de suelo tamizada. La extraccion
se realizd6 con la disolucion

estandar Mehlich 3, propuesta por

Mehlich en 1984 (Rodriguez et  Fig. 6: Extractos de Mehlich 3, en los tubos de las
parcelas 8 y 9 se puede ver un color azulado
indicativo de la gran cantidad de cobre extraible

CH3COOH (0,2 M), NHsNO; delsuelo. B=blanco de medicion.
(0,25 M), NH4F (0,015 M), HNOs (0,013 M) y EDTA (0,001 M) a un pH de 2,5.
Ofrece la ventaja de poder extraer tanto macro (P, Ca, Na, K y Mg) como

al., 2005). Este reactivo contiene

micronutrientes (Cu, Zn y Mn) (Rodriguez et al., 2005). Puede usarse en un
amplio rango de pH y extrae una fraccion similar a la biodisponibilidad de estos

elementos para las plantas (Wang et al., 2004).

En este extracto (Fig. 6) se determind el cobre por espectrofotometria de absorcion
atbmica mediante el equipo Perkin-Elmer Analyst 800. La concentracion de
fosforo extraible en Melhich 3 se determind en un fotocolorimetro (Photoanalizer
D-105 DINKO), mediante medida de la concentracion del complejo de color azul
formado por la reduccidn con acido ascorbico del fosfomolibdato obtenido cuando
el molibdato amonico (azul de molibdato, Duval) reacciona con el fosforo en
medio acido (MAPA, 1994)

Contenido de cobre en tejidos

Se separaron y pulverizaron 0,2 gramos de las parcelas 3, 6, 8, 9 y de Scopelophila
cataractae (de la muestra recolectada en Uesugi-jinja, Yamagata, Japon). La digestion se
Ilevé a cabo con agua regia, a ebullicion durante 2 h en bafio de arena. Se le dio con un
pretratamiento de 16 h con dicha mezcla &cida a temperatura ambiente. El extracto fue

medido por espectrofotometria de absorcion atémica (Perkin-Elmer Analyst 800).
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Las pruebas histoquimicas se realizaron siempre sobre tres muestras, una extraida de la
parcela més contaminada, otra de la parcela control, fuera del area de explotacion de la
mina (control negativo) y otra, de la especie Scopelophila cataractae (musgo metaléfilo
tomado como control positivo), sobre la muestra tomada en la localidad de Hiraizumi,

Iwate, Japon.

Para identificar el cobre en los tejidos se aplico el test del acido rubeanico de Bancroft &
Stevens (1982) modificado. Se prepar6 una disolucion stock de acido rubeénico 0,1% en
etanol absoluto. Para la prueba, se tomé 2,5 de esta solucién y se mezclo con 50 ml de
acetato sodico 10% en disolucion acuosa. En la muestra incubada a 37 °C, se detecta al
microscopio el cobre presente como precipitados de color verde oliva-negruzco. La
incubacion del protocolo original (8 h) resulto ser insuficiente para nuestras muestras,
posiblemente por el grosor (un minimo de 20 um en lugar de 1 um de las secciones para
las que lo proponen los autores). Resolvimos dejar durante méas tiempo la muestra en

incubacidn (2 dias).

Para comprobar la posible presencia de un mecanismo de exclusion de cobre mediante
barreras de mucilago o ceras, se realizaron pruebas histoquimicas para ambos tipos de
compuestos. Para mucilago se emplearon los tests con rojo de rutenio (0,01% acuoso en
presencia de EDTA 50 mM, a pH 8-9, 1 h (McFarlane et al., 2014) y con azul Alcian 1%
en acido acético 3% acuoso, 2-5 minutos (Kremer et al., 2004). Para la deteccion de ceras
se uso el test de Sudan black B, saturado en etanol al 70%, sumergiendo las muestras
durante 1 minuto, y diferenciandolas en etanol al 50%.

Para comprobar si el cobre se retiraba al eliminar las barreras externas (mucilago o ceras)
se lavaron algunas muestras en hipoclorito sédico al 1% durante 30 min a 37° C para
limpiar el mucilago, y en cloroformo puro durante 15 min para eliminar las ceras (Proctor,
1979).

Las pruebas histoquimicas se comprobaron con analisis con sonda de energia dispersiva
de rayos X acoplada a microscopia electronica de barrido (MEB-EDAX). Se tomaron
muestras de Ptychostomum capillare de la parcela 9 (la de mayor riqueza en cobre), y de
la parcela 3 (el control fuera del area de la mina), asi como de la poblacion de S.
cataractae de Hiraizumi (lwate, Japén), como referencia metaldfila. De cada una se
prepararon dos sub-muestras, una sin tratamiento de lavado, y otra con eliminacion de

mucilago y ceras como se ha expuesto arriba. Cada sub-muestra, seca y montada en
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portamuestras con adhesivo de carbono, se recubrié con una capa de ca. 70 nm de oro en
un sputter Quérum, Q150T-S, y se observl en un microscopio electronico de barrido
Hitachi S-3000N operando a 20 kv, con un ESED (environmental secondary electron
detector) acoplado a un analizador por energia dispersiva de rayos X de Oxford
Instruments, modelo INCAXx-sight . En cada uno de los portas se separaron partes
apicales, con tejidos vivos, y partes basales, muertas, de la muestra. Las observaciones y
anélisis MEB-EDX se realizaron en el Servicio Interdepartamental de Investigacion
(SIdl) de la Universidad Autonoma de Madrid.

Metodologia estadistica
Los analisis estadisticos se realizaron en el programa SPSS y Past3 y R.

Tamarfio poblacional: se analizaron graficamente las formas de la distribucion de tamafios
poblacionales. Debido a que los datos presentaban un importante sesgo en la distribucion
se realizé una transformacion logaritmica que permitiese comparar los tamafios medios

entre parcelas (Fig. 7)
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Fig. 7: Ejemplo de la forma de la distribucion de los tamafios de los céspedes en la parcela
8. A la izquierda aparece el gréfico de frecuencias en cm? (sin transformar) y a la derecha

el grafico de frecuencias del logaritmo del tamafio.

En primer lugar se realizé un analisis de ordenacion discriminante LDA, un método de
reduccion de dimensiones “informado”. En cierto sentido este tipo de analisis es similar
a la ordenacién ya que se centra en reducir en nimero de dimensiones y permite trabajar
con varias variables respuesta de forma simultanea. Sin embargo, difiere de otras técnicas
de ordenacion en que el objetivo del LDA es encontrar la combinacion de variables que

maximiza las diferencias entre grupos de muestras conocidos a priori. Para este estudio
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se emple6 como unidad de analisis cada uno de los céspedes en los que se midieron todas
las variables que se consideraron caracteristicas de su estado y desarrollo (véase Tabla 5).
Ademas, se empled la parcela como variable de agrupacion o clase, de modo que el
analisis encontrase la combinacion de variables caracteristicas que mejor separaba las
parcelas entre si. A posteriori se correlacionaron mediante una r de Pearson los dos ejes
principales del analisis LDA con las variables de andlisis de suelo de las parcelas
(contenido en cobre, cantidad de materia organica, etc. etc. Tabla 7 a y b). Este tltimo
analisis tiene como objetivo identificar los factores que se relacionan mejor con las

diferencias entre parcelas.

Adicionalmente, se estudiaron las diferencias entre parcelas mediante analisis
univariantes de todas las variables de estado una a una. Inicialmente, se sospechaba que
el tamafio de los céspedes podia afectar a las medidas por lo que se realiz6 un primer
analisis en el que se introdujo la interaccion con la variable area transformada (In del area)
en las comparaciones. Sin embargo, en ningin caso se observé que el efecto de la
interaccidn fuese significativo por lo que se descartd el efecto de la interaccion. Por lo
tanto las comparaciones se realizaron mediante un ANOVA de un factor. En los casos en
los que se encontraron diferencias significativas intra-grupos se realizd ademas un
andlisis de comparaciones mdultiples o post-hoc con una correccion de Tukey. En todos
los casos se analizaron los residuos para comprobar que se cumplian las asunciones de

linealidad, normalidad y homocedasticidad.
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Resultados
Cobertura vegetal y pedregosidad

Las parcelas tenian  T4p4 6: Porcentaje de cobertura vegetal y pedregosidad

un bajo porcentaje Lefiosas | Herbaceas | Liquenes | Musgos | Hepaticas | Pedregosidad
de lefiosas, con una |1| <1 40 10 15 0 10
cobertura que |2] <5 50 <5 50 0 5
| 10% 3 0 >95 <1 50 0 0
stpera ¢ ° 4] o 50 15 15 20 <1
solamente en las |5| <1 45 <5 20 80 10
parcelas 6 y 8. Las |6 15 20 50 30 0 5
herbaceas eran muy |7 0 20 <1 <5 0 <5
abundantes (entreel |8 12 <1 <1 30 0 40
9 0 40 <1 15 0 25

40-50%), excepto
en la parcela 8, donde no llegan al 1% (Tabla 6). La parcela con mayor cobertura de
liquenes fue la 6 (con un 50%). Solo aparecieron hepaticas (Riccia gougetiana Durieu &
Mont. var gougetiana) en las parcelas consideradas lejanas al foco de contaminacion,
aunque dentro del area de la mina (parcelas 4 y 5). En general las parcelas mas cercanas
a la construccion tenian un porcentaje de pedregosidad mayor (Tabla 6). La Unica parcela
no pedregosa fue la tomada como control, fuera del area de perturbacion de la mina
(parcela 3).

Andlisis de suelos

En general las variables ligadas al suelo aumentan o disminuyen en el gradiente de cobre
salvo las parcelas con menor contenido en cobre, que en términos generales tienen mayor
fraccion gruesa y humedad, menor fraccion limosa y mayor arcillosa. En cuanto al pH las
parcelas con menor contenido en cobre se caracterizaron por tener pH mas bajos. Por
ultimo, las parcelas con menor contenido en cobre presentaron mayor cantidad de materia
organica, nitrégeno y contenido relativo de carbono (porcentaje y contenido relativo al
carbono). Sin embargo, las parcelas 3 y 6 que se seleccionaron por los bajos niveles de
perturbacion del suelo como control del efecto de la perturbacion (la 3 sin cobre y la 6
con un alto contenido de este metal) mostraron caracteristicas distintivas discordantes con
el patrén general. (Tablas 7a y b). En concreto la parcela 3 tiene un mayor contenido en
elementos gruesos y mas humedad que las parcelas con contenidos cercanos de cobre.

Mientras que, la parcela 6 tiene el doble de humedad y materia organica que el resto de
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parcelas. Los suelos de las parcelas 3 y 6 presentaban dos horizontes en los primeros 5
centimetros. EI mas superficial de color oscuro, presumiblemente por la cantidad de
materia orgénica no aparecia en el resto de parcelas, en estas no se diferenciaban

horizontes. Estas son las parcelas tomadas.

Tabla 7a: Variables de suelo por parcela segun la concentracion de cobre apreciado en campo.
Recoge la granulometria (fraccion fina y gruesa, y porcentaje de elementos gruesos), humedad,
textura (fraccion arena, limo y arcilla) y pH.

Frac. |Frac. |% Humedad |Fraccion (%) pH H20 pH KCI

fina  |gruesa |gruesos | (%) Arena |Limo Acrcilla

9 (@
1(708,7 |359,5 [33,65 14,57+0,61 |76,80 |8,76 14,44 5,93+0,01 [4,62+0,00
2 |653,3 |249,9 |27,67 14,93+0,18 180,90 |9,03 10,07 5,96+0,11 [4,93+0,01
3 1531,4 |359,5 [40,35 18,18+0,60 | 64,57 |12,24 23,19 6,08+0,06 |[4,96+0,03
41707,2 (99,7 |12,36 14,83+0,28 182,95 |8,14 8,91 5,93+0,00 |4,95+0,08
51659,9 |954 [12,63 13,69+0,44 |81,71 |8,94 9,35 5,91+0,03 |4,76+0,06
6 18925 |298,2 [25,04 |24,45+0,78 |71,06 |9,48 19,46 6,40+0,03 |5,47+0,04
7 1936,6 |287,5 [23,49 10,52+0,45 |79,73 |8,94 11,33 5,94+0,01 |5,01+0,02
8 |1135,6333,2 [22,69 |8,94+0,22 (79,10 (9,12 11,78 6,29+0,16 |5,59+0,06
9 |555,1 |176,7 |24,15 10,04+0,11 (82,23 |7,69 10,08 7,16+0,16 |[6,67+0,15

Tabla 7b: Variables de suelo por parcela segln la concentracién de cobre apreciado en campo.
Recoge la materia organica, contenido de nitrogeno, fosforo asimilable y cobre total (AR) y

asimilable (m3).

Mat. Org.|N (%) C(@®) | C/N |[P(mgP Cu AR (mg Cu|Cu m3 (mg Cu
(%) Kg™") Kg™") Kg")
1 |3,52+0,43 |0,11+0,02 |2,04 |18,651|54,90+0,00 |11,88+0,67 2,11+0,25
2 |4,62+0,28 |0,12+0,01 |2,68 |21,583|41,20+0,00 |12,50+1,48 1,5040,11
3 |4,38+0,13 |0,12+0,02 |2,54 |20,552|20,60+0,00 |15,35+0,21 2,11+0,04
4 |3,32+0,24 10,08+0,00 |1,92 (24,224|32,20+0,00 |54,48+18,07 8,21+0,20
5 14,29+0,85 |0,12+0,02 2,49 |21,387|25,50+0,00 |106,13+3,92 24,61+3,68
6 |6,77£0,28 (0,25 3,92 |15,699|15,30+0,00 |[184,45+9,55 43,55+6,31
7 13,2240,09 |0,06+0,01 |1,87 |31,681|0,00+0,00 |464,95+54,45 200,56+20,86
8 |1,52+0,44 |0,05+0,01 |0,88 |17,148|1,83+0,00 |1651,28+321,13 |615,31+26,87
9 |3,12+0,14 |0,07+0,00 |1,81 |25,112|5,00+0,00 |8756,28+223,91 |1967,81+223,4
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En cuanto a la textura todas las
parcelas tienen una
composicion mayoritariamente

arenosa. Sin embargo, las

parcelas 3 y 6 contienen un

mayor porcentaje de arcilla que

0

. AA s
las aleja del grupo formado por / t'“ loam lev"l‘?m.,,
< sandy /\/\ /\ yAN /\

lay loam

\

el resto de parcelas en el

triangulo de texturas (Fig. 8).

El contenido de cobre en el 2 % % °o % % % B © °

«—— Sand Separate, %

suelo alcanza 8756,275 mg Cu  riq g: Triangulo de texturas del suelo. Los puntos de

Kg™en laparcela 9, esto es 4,44 colores representan las distintas parcelas. La mayoria de

. las parcelas aparecen en la esquina correspondiente a un
veces superior al de laparcela8  av0r norcentaje arenoso. Sin embargo, las parcelas 3y
y casi 19 veces mayor al de la 6 se alejan hacia un mayor contenido en arcilla.

parcela 7 (Fig. 9, Tabla 7b). Las parcelas de la mina mas alejadas de la zona més afectada
(parcelas 4 y 5) tienen niveles de 54,475 y 106,125 mg Cu Kg*. Este tltimo es 10 veces
superior a las parcelas situadas fuera de la zona de influencia de la mina. Si comparamos
con la fraccién de Cu asimilable, las proporciones son similares, aunque la parcela 9 no
destaca tanto del resto (Fig. 9). Es, con 1967,81 mg Cu Kg*, solo 3,2 veces mayor a la

parcela 8 y 9,8 veces superiorala 7.
Anélisis de cobre en los tejidos

Las medidas de cobre en los tejidos de las muestras de Ptychostomum capillare de cada
parcela nos muestran un aumento no paralelo al nivel de cobre en el suelo (Fig. 9). Como
referencia, el contenido de cobre de los tejidos del musgo cupréfilo Scopelophila
cataractae fue de 6565,718 pg Cu/g, casi 7 veces mas que el maximo obtenido para las

muestras de P. capillare (parcela 9, Fig. 9).
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Concentracion de cobre respecto a las parcelas
9500
9000
8500
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7500
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500

Concentracion de cobre
(mg Cu Kg en suelos o pug Cu glen tejidos)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
== Cu total en suelo 11,9 12,5 15,4 54,5 106,1 184,5 465,00 1651,3 8756,3
e Cy extraible ensuelo 2,1 1,5 2,1 8,2 24,6 43,5 200,6 615,3 1967,8
Cu en tejidos 25,0 46,9 655,3 974,2
Parcelas en un gradiente de contaminacién

Fig. 9: Gréfica de concentracion de cobre en suelos y en tejidos respecto al gradiente formado
por las parcelas

Anélisis de caracteristicas poblacionales

Se observaron diferencias significativas en los tamafios poblacionales de las 9 parcelas
(anova p < 0,001). Sin embargo, las diferencias no parecen estar relacionadas con el
contenido en cobre (Fig. 10). Destacan una de las parcelas sin perturbacion (parcela 6)

que parecen tener céspedes con tamafios algo mayores.
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Fig. 10: Box-plot del logaritmo del area en cada parcela. Las parcelas designadas letras

diferentes muestran diferencias significativas entre si (p-valor = 0.05). Las cajas de color

gris indican las parcelas con baja perturbacion.

La variable de reproduccién
sexual no se tuvo en cuenta para
los analisis estadisticos ya que no
se  encontraron  esporofitos
(nuevos o de afios anteriores), ni
anteridios 0 arquegonios en

ninguna de las parcelas.

El analisis LDA muestra una
agrupacion de las medidas de las
dimensiones de las almohadillas
en funcion de la parcela de origen,
y una distribucion de estas a lo
largo de dos ejes (Fig. 11). El eje
1 esta correlacionado
positivamente con el nivel de

cobre en el sustrato (Fig. 12 y

Tabla 8: Correlacion de Pearson de las variables de
cobre, pH, % de materia organica y humedad con los
ejes del analisis discriminante LDA. Estadistico
(p.valor)

Eje 1 Eje 2
Cu 0,55 (2,16 10%) | -0,29 (0,04)
pH 0,48 (2,65 10%4) | -0,46 (6,06 10

% mat. org. | -0,67 (4,39 10%) | -0,32 (0,02)
Humedad | -0,77 (1,97 10™) | -0,33 (0,02)

2 3 5 6 7 8 9

Fig. 12: Grafica que muestra la relacion positiva de eje
1 del LDA con el contenido de cobre de la parcela.
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Tabla 8) y negativamente con las variables de materia organica y humedad (que estan
altamente correlacionadas entre si, 0,919 — p.valor de 2,62 102). El eje 2 se correlaciona
con variables ambientales como el pH (Tabla 8). Este modelo clasifica correctamente el
81,13% de los casos (43,4% si aplicamos Jacknifed).

En la gréfica continuacion (Fig. 11) aparecen las 4 variables que se relacionan mejor con
los dos primeros ejes, y que por lo tanto nos permitiran discriminar mejor entre parcelas.
Estas variables son: densidad, tamafio de las yemas rizoidales, porcentaje de

amarilleamiento y porcentaje de otros organismos.

amarllleamiento

& 5 M 3

vasion por olrSE organismas

tamafio yemas rizoidales

zalz

54

Fig. 11: Grafica LDA en la que cada punto representa una poblacién medida, y cada color,
una de las 9 parcelas.

La densidad de los céspedes (n° brotes/cm?) esta igualmente relacionada con ambos ejes,
por lo que serd una combinacién de cobre y factores ambientales (materia organica y
humedad) la que explique su variabilidad (eje 1: 7,5028 y eje 2: -5,2585).Al comparar
con el gradiente de cobre aparecen dos grupos , uno formado por las parcelas méas
afectadas (parcelas 8 y 9) que tienen, en general, valores mayores de densidad y el otro
por las menos afectadas por el cobre (parcelas 1, 2 y 3) con dos parcelas de transicion
entre ambos grupos (Fig. 12). En cualquier caso la variabilidad intra-parcela es muy alta
y, por ejemplo, aunque la parcela mas afectada por cobre (parcela 9) muestra una media
de densidad de ejes notablemente mayor que las parcelas poco afectadas (parcelas 1, 2 y

3) no presenta diferencias significativas con estas debido al alto rango de variacion.
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Fig. 12: Box-plot de la densidad respecto al nivel de cobre. Las parcelas designadas letras
diferentes muestran diferencias significativas entre si (p-valor = 0.05). Las cajas de color gris

indican las parcelas con baja perturbacion.

El tamafio de las yemas rizoidales es uno de las variables con mayor peso en los ejes 1y
2 del el LDA (Eje 1: -14,177, Eje 2: -11,27). Al analizar las diferencias entre parcelas de
las yemas rizoidales se observa que existen diferencias significativas intra-grupos (p-
valor =0,026). Sin embargo, al compararlo con el gradiente de cobre no aparecen grupos

claros (Fig. 13) principalmente debido a la gran variabilidad del pardmetro.
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Fig. 13: Box-plot del tamafio de las yemas rizoidales respecto al nivel de cobre. Las parcelas
designadas letras diferentes muestran diferencias significativas entre si (p-valor = 0.05). Las
cajas de color gris indican las parcelas con baja perturbacion.
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El amarilleamiento esta mas ligado al eje 2 (13,101, frente al -3,0287 del eje 1). El analisis
de la varianza detecta diferencias significativas entre las parcelas (p-valor < 0,000). Sin
embargo, no se observa ningln patrén claro relacionado con el cobre y la mayor
diferencia se encuentra entre la parcela 6 (sin perturbacién pero con cobre) y las demas
(Fig. 14).
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Fig. 14: Box-plot del porcentaje de amarilleamiento en los &pices respecto al nivel de cobre
en el suelo. Las parcelas designadas letras diferentes muestran diferencias significativas entre
si (p-valor = 0.05). Las cajas de color gris indican las parcelas con baja perturbacion.

El porcentaje de otros organismos (liquenes y plantas vasculares) estd mas relacionado
con el cobre que con otros factores ambientales (-7,566 en el eje 1y -1,9205 en el eje 2)
en el analisis de LDA. En analisis de la varianza detecta diferencias significativas entre
parcelas (p-valor < 0,0001). Las comparaciones post-hoc muestran una tendencia a la
disminucion de otros organismos en las parcelas con mas cobre, de modo que las parcelas
7, 8y 9 (Fig. 15) forman un grupo diferenciado significativamente distinto a las parcelas
con menor efecto del cobre (1, 2 y 3). Destacan los altos porcentajes de otros organismos
en la parcela 3 que esta poco afectado por el cobre y tiene ademas poca perturbacion
(Fig. 15).
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Fig. 15: Box-plot del porcentaje de otros organismos respecto al nivel de cobre. Las parcelas
designadas letras diferentes muestran diferencias significativas entre si (p-valor = 0.05). Las
cajas de color gris indican las parcelas con baja perturbacion.

En general, las variables que son importantes en el andlisis LDA no tienen efectos
individuales muy marcados. Sin embargo, estas variables en combinacion explican
razonablemente bien las diferencias entre parcelas y estan correlacionadas con el cobre,
esto indica que los céspedes de parcelas con mayor afeccién por cobre presentan algin
tipo de afectacion, bien sea en la densidad de los céspedes, el tamafio de las yemas

rizoidales, el amarilleamiento o el porcentaje de otros organismos.

Ademas de las variables que aparecen en la LDA, en el anélisis univariante se observan
otras variables que presentan diferencias significativas entre parcelas. La variable que
mide la frecuencia de aparicion de dafio celular presente como células hialinas tiene
diferencias significativas entre las parcelas (p-valor =0,001). Al realizar las
comparaciones multiples no parece haber grupos bien diferenciados relacionados con la
cantidad de cobre (Fig. 16). Sin embargo al ordenar las parcelas respecto al gradiente de
humedad si se forman dos grupos en los que las parcelas menos dafiadas se concentran en

la zona con mayor humedad (Fig. 16).
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Fig. 16: Box-plots de la frecuencia de células hialinas respecto al nivel de cobre (izquierda) y
respecto al nivel de humedad (derecha). Las parcelas designadas letras diferentes muestran
diferencias significativas entre si (p-valor = 0.05). Las cajas de color gris indican las parcelas
con baja perturbacién.

La frecuencia de aparicion de epifitos también presenta diferencias significativas intra-
grupos (p-valor = 0,038). Sin embargo, al realizar las comparaciones entre parcelas no
encontramos grupos relacionados con la cantidad de cobre. Si aparece una tendencia a
que los valores medios aumenten cuando la cantidad de cobre es intermedia (parcela 5;
Fig. 17) y a disminuir cuando el cobre tiene valores muy elevados (parcelas 7, 8 y 9;
Fig.17). Sin embargo, esta tendencia queda enmascarada por un lado por la alta
variabilidad de la variable y por otro porque la parcela de control de perturbacion (parcela
6; Fig. 17) muestra valores que no concuerdan con esta tendencia. Al igual que ocurria
con el dafio celular, al pasar de frecuencia a porcentaje de epifitos por filidio, no aparecen

diferencias entre parcelas (p-valor = 0,205).

a a a d a a a
| ] | |
q_
S [s]
— - @]
= ™ !
s . o o
) o
| -t
] ! :
—_
o | C 1]
o

parcela

Fig. 17: Box-plot de la frecuencia de epifitos respecto al nivel de cobre. Las parcelas designadas
letras diferentes muestran diferencias significativas entre si (p-valor = 0.05). Las cajas de color
gris indican las parcelas con baja perturbacion.
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La altura méxima de los brotes por césped, es un parametro muy variable que en el analisis
de la varianza posee diferencias entre parcelas (p-valor < 0,0001). Ademas, al comparar
las parcelas entre si, se observa que las parcelas con mayor contenido en cobre (parcelas
7, 8 y 9) muestran una menor altura en comparacion con el resto (Fig. 18). Aunque, de
nuevo, la variabilidad intra-parcela es muy alta y las diferencias no son del todo claras
(las parcelas 2 y 9 no muestran diferencias significativas entre si). Al ordenar las parcelas
respecto al gradiente de humedad parece que hay varios grupos pero las diferencias no

son claras por la elevada variabilidad intra-parcela (Fig. 18).
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Fig. 18: Box-plots de la altura maxima respecto al nivel de cobre (izquierda) y respecto al nivel
de humedad (derecha). Las parcelas designadas letras diferentes muestran diferencias
significativas entre si (p-valor = 0.05). Las cajas de color gris indican las parcelas con baja
perturbacion.

Observaciones/Caracteres cualitativas

Ademas de las variables medidas se encontraron caracteres que parecen estar relacionadas
con el nivel de cobre de las parcelas. En la parcelas 8 y 9 se encontrd protonema de
Ptychostomum capillare, es decir, filamentos correspondientes al estado juvenil,
indiferenciado, de la fase gametofitica, foliosa, dominante en el musgo. Este protonema
era mas abundante en las poblaciones en peor estado (Fig. 19, arriba). En estas mismas
parcelas aparecen abundantes ejes en los que el caulidio estaba muy elongado, mientras

que los filidios no se habian desarrollado totalmente.
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A escala macroscopica, la
ocupacion por algas epifitas
de las poblaciones de P.
capillare es mayor en las
parcelas 7 y 8, donde llegan a
cubrir totalmente las
almohadillas (Fig. 19, abajo).
Sin embargo, en la parcela 9
desaparece la capa de algas.
Las algas que componen la
comunidad de epifitos son

muy variadas. Por ejemplo, en

la parcela 8 se ha observado » L L 88
Microspora sp. (Div. !:ig. _19: Protonema surgiendq a partir de un filid_i9 (arriba,

] izquierda), protonema marrén en una poblaciéon de la
Chlorophyta), algas cocoides  parcela 9 (arriba, derecha), comunidad epifita sobre una
poblacién de la parcela 8 a la lupa (abajo, izquierda) y bajo

tipo Trebouxia (Div. ‘ ) )
el microscopio (abajo, derecha).

Chlorophyta), y
cianobacterias como Leptolygnbya, Nostoc spp. y otras del O. Chroococcales (Bellinger
& Sigee, 2010).

Analisis histoquimicos y MEB-EDAX

El tratamiento con &cido rubeanico resultd en unos precipitados de color oscuro,
extracelulares, en la muestra de la parcela 9 (Fig. 20, abajo). Ademas aparecen paredes
mas oscuras en algunos nervios (Fig. 20, abajo). En los filidios viejos, en general, la
tincion es muy irregular. En el musgo cuprdfilo S. cataractae, usado como referencia, y
del que se sabe que es capaz de acumular cobre en su pared, se tifien las paredes del nervio
y la zona hialina del filidio (Fig. 20 arriba). En la muestra de la parcela 3 (control fuera
del area de la mina, sin perturbacion y sin cobre) no aparecen ni precipitados
extracelulares ni se tifie la pared.
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El tratamiento con rojo de
rutenio tefila las paredes
celulares, pero no se
observaba la tincion
extracelular ~ propia  del
mucilago. Parece que tiene
escasa  especificidad, vy
detecta, ademas, la pectina de
las paredes. El tratamiento
con azul Alcian produce una
coloracion dispersa en planos

extracelulares, pero no se

observa presencia de Fig. 20: Filidios de Scopelophila cataractae sin tratar
(arriba, izquierda) y tratado (arriba, derecha) con A&c.
rubeanico. El cobre se deposita en granulos extracelulares
esperadas como en el apice.  (abajo, izquierda) o en las paredes del nervio y el margen
del filidio (abajo, derecha) en las muestras de la parcela 9.

mucilago en las zonas

La tincion con Sudan Black
B dio una coloracion negruzca en planos extracelulares de algunos filidios, lo que
demuestra la presencia de sustancias lipofilicas, probablemente ceras, en Pychostomum
capillare.

En las muestras lavadas con cloroformo, no se observo tincion con Sudan Black B.
Aunque quedaron restos tefiidos con azul Alcian (presumiblemente mucilagos), al repetir
la prueba especifica para el cobre con acido rubeéanico, no se observé presencia de cobre
en depdsitos extracelulares (a diferencia de filidios no tratados con cloroformo). Estas

pruebas parecen indicar un papel de las ceras como mecanismo de barrera ante el cobre.

En los analisis de MEB-EDAX, como se especificaba en la seccion de Material y
Métodos, se observaron separadamente muestras de la base de los brotes de musgos (con
abundancia de tejidos muertos) y muestras del apice (constituidas principalmente por
tejido vivo). En ambos casos se observaron ejemplares lavados con cloroformo y sin lavar
(Tabla 9).
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Fig. 21: Respuesta a las tinciones de azul de Alcian (izquierda y centro) y Sudan Black B

(derecha)

Tabla 9: Porcentaje de Cu medido con la sonda EDAX en cada tipo de preparacion.
Muestra Lavado Parte % de peso atomico DS
Parcela 3 - control No/Si Apical 0 0
Parcela 3 - control No/Si Basal 0 0
S.cataractae No Apical 0,257 0,125
S.cataractae No Basal 0,381 0,348
S.cataractae Si Apical 0,259 0,124
S.cataractae Si Basal 0,263 0,076
Parcela9 —max. Cu | No Apical 0,053 0,069
Parcela9 —max. Cu | No Basal 0,256 0,321
Parcela9 —méx. Cu | Si Apical 0,035 0,072
Parcela9 —méax. Cu | Si Basal 0,099 0,084
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Fig. 22: Espectros EDAX de la composicion elemental e imagen de MEB de un filidio basal
lavado (arriba) y uno sin lavar (abajo) de la parcela 9. En el no lavado aparece en mayor

proporcion Cu, Si Cay Fe.
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Con respecto al musgo cuprofilo S. cataractae, usado como referencia, las partes basales
tenian méas cobre que las apicales en las muestras no tratadas con cloroformo. En la
preparacion lavada de S. cataractae habia niveles similares de cobre en ambos estados

del desarrollo, aunque en las partes basales se obtenian valores més estables (Tabla 9).

En las muestras de Ptychostomum capillare de la parcela 3 (control, fuera del area de la
mina) no se detectd cobre en ninguna de las preparaciones (Tabla 9). Sin embargo, este
metal se detectd en niveles variables en las muestras de P. capillare de la parcela 9 (Tabla
9, Fig. 22). En las muestras sin lavar encontramos cobre en niveles variables tanto en
apices como en regiones basales, aunque aparece mas abundantemente sobre todo en los
filidios viejos. En las muestras lavadas se reduce el porcentaje de peso atdmico detectado

de cobre en mas de la mitad, aunque también aparece cobre en los filidios viejos.

En general en las muestras de P. capillare hay una mayor variabilidad que en las de
Scopelophila cataractae (Tabla 9). Parece que las concentraciones mas altas en S.
cataractae aparecen en el nervio y la base del filidio, mientras que en P. capillare se
observa mayor abundancia en el caulidio y el margen del filidio en regiones basales.
Ademés se comprueba con este tipo de microscopia que existe una sustancia,
posiblemente ceras, que obscurece los contornos celulares y que desaparece con el lavado
con cloroformo (Fig. 23). Estos resultados, asimismo, parecen corroborar lo obtenido en

las pruebas histoquimicas.

150 ym X . 250 gm
1L

Fig. 23: Imagenes del MEB, de filidios de P. capillare recogido en la parcela 9. Existe una
diferencia de definicion del contorno celular, esta es menor en la muestra sin lavar
(izquierda) que en la muestra lavada (derecha)
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Discusion
Estado del suelo y contenido de cobre en los tejidos

Los niveles de cobre en el suelo de la parcela con mayor contenido en cobre (parcela 9)
de la mina La Estrella son superiores a los considerados maximos para suelos industriales
(8000 mg Kg*, BOCM, 2006). Sin embargo, en las parcelas consideradas lejos de la
influencia de la mina los suelos tienen un contenido en cobre por debajo del VR90 (valor
de referencia que indica el punto en el que los suelos comienzan a manifestar
“anormalidades” por la presencia de contaminantes), que para el cobre esta en 20 mg Kg-
1 (BOCM, 2006). Las parcelas con valores considerados como normales en suelos
naturales estan situadas, la mas cercana, a apenas 25 metros del foco principal de
contaminacion. La diferencia entre las parcelas 4 y 5 (de hasta el doble de contenido de
cobre, estando a la misma distancia del foco) podrian deberse a que la parcela 5 se
encontraba en la zona de escorrentia de la mina, mientras que la parcela 1, que tiene el
menor contenido en cobre, esta aproximadamente a la misma distancia que las parcelas 4
y 5, pero pendiente arriba. Estos resultados concuerdan con la importancia dada al relieve
y la dindmica del agua en la difusion de la contaminacion generada en minas (Clark et
al., 2010).

Al comparar los resultados de la fraccion de cobre asimilable presente en el suelo con el
contenido de cobre en tejidos, vemos que en la parcela 9, con méximas cantidades en
ambas variables, el aumento del contenido de cobre en los tejidos en relacién al hallado
en la parcela 8 (la siguiente en magnitud) es mucho menor que lo esperado segun la
diferencia que ambas presentan en cuanto al cobre asimilable en su suelo. Esto no
concuerda con lo encontrado por Vukojevic et al. (2005), que hallaron concentraciones
de hasta 5250 pg g en Ptychostomum capillare en suelos con contenido en cobre casi
cinco veces mas bajo que el de nuestro estudio. Esto puede deberse a diferencias en las
condiciones del suelo entre los dos estudios, aunque es preciso resaltar que Vukojevic et
al. (2005) no aportan el contenido de cobre asimilable en los suelos que estudian, por lo
que es posible que la cantidad de cobre asimilable sea mayor que en nuestro trabajo,

aunque no sea posible deslindarlo en sus condiciones de andlisis (sobre cenizas). En
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cualquier caso, los autores clasificaron P. capillare como una especie hiperacumuladora.
Sin embargo, nuestro estudio demuestra que, aun siendo ciertos los datos de estos autores,
la especie no se comporta como tal en todos los casos, sino que su capacidad de

acumulacién puede variar enormemente.

La comparacion de los niveles en el tejido de P. capillare con los presentes en S.
cataractae; la especie que empleamos como referencia, de conocidos requerimientos
cuprofilos y capacidad de acumulacion de metales en sus paredes celulares, encontramos
que la cantidad de cobre absorbido en el tejido en S. cataractae (6500 pg g*) esta muy
por encima del méaximo encontrado en P. capillare (974 pg g?). Por lo tanto, podemos
suponer que, al contrario que S. cataractae, la especie aqui estudiada no requiere altos
niveles de cobre para vivir. Muy al contrario, cuando el contenido de cobre en suelo es
muy elevado, P. capillare parece ser capaz de mantenerlo fuera de forma activa, como
demuestran tanto las comparaciones entre cobre absorbido y cobre asimilable presente en
el suelo, como los analisis histoquimicos y por MEB-EDX.

Sin embargo, llama la atencidn el resultado de la parcela 3, ya que encontramos 25 ug de
Cu por gramo de material seco en el tejido a pesar de que en el suelo la cantidad de cobre
es menor. Esto podria indicar que el nivel necesario para el desarrollo en P. capillare
estaria en torno a los 25 pg g al menos en las condiciones de este estudio. Esta
concentracion se encuentra cerca del limite de toxicidad de 20-30 pg g dado por
Hernandez-Colorado et al. (2012), por lo que parece que en torno a esas cantidades la
especie responde con una absorcion y acumulacion activa del metal, lo que concuerda
parcialmente con lo encontrado por Vukojevi¢ et al. (2005). Ademas, esto podria ser una
de las razones que explican su resistencia al cobre, ya que necesitaria de forma natural

niveles mas altos que la mayoria de las especies.
Efectos del cobre en los epifitos de los musgos

Se ha observado un aumento considerable de la frecuencia de epifitos cuando aumenta el
cobre en el suelo desde valores normales hasta 100 mg Kg. En esta situacion, el efecto
negativo del cobre en Ptychostomum capillare podria impedir que pueda desarrollar
mecanismos para deshacerse de la carga de epifitos innecesaria. Un fendbmeno analogo se
ha descrito en ambientes boreales, donde, en condiciones naturales, las poblaciones
saludables de musgos serian capaces de eliminar sus epifitos, a menos que fueran

necesarios para restablecer sus niveles de nitrégeno (De Luca et al., 2007).
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A estas concentraciones de cobre en el suelo, aumenta sobre todo la presencia del clorofito
filamentoso Microspora sp., que constituye la mayor parte de la biomasa de epifitos.
Algunas especies de este género son tolerantes a altas concentraciones de cobre, por lo
que no es raro encontrarlas en nuestro estudio (Francke & Hillebrand, 1980). Sin
embargo, a concentraciones de cobre en el suelo 16 veces superiores, la cobertura de
epifitos desciende, posiblemente por factores limitantes relacionados con la resistencia de
las algas a altos niveles de cobre durante periodos prolongados (Francke & Hillebrand,
1980). También es posible que la comunidad varie segun el nivel de cobre (Thomas &
Seibert, 1977) y que la capacidad de P. capillare para controlar las especies de esta

sucesion sea diferente en cada caso.

La reduccion observada en la cobertura de la parcela por parte de otros organismos
terricolas al aumentar el nivel de cobre sugiere que los bridfitos tienen una mayor
resistencia a este contaminante, superior, por ejemplo, a la de los liquenes terricolas. Esto
corrobora algunos estudios que afirman su mayor sensibilidad a las perturbaciones del
medio (Backor & Loppi, 2009; Bosch-Roig et al., 2013).

Efecto del cobre en las variables caracteristicas del estado y desarrollo poblacional

En general no se observo un efecto directo y univoco claro en ninguna de las variables
medidas. Sin embargo, varias de ellas mostraron una cierta respuesta al aumento del cobre
perceptibles sobre todo en la escala de césped. Parece claro que en las parcelas con mayor
contenido en cobre la mayoria de los céspedes mostraron uno u otro efecto (cambios en
el porcentaje de amarilleamiento, en el tamafio de las yemas rizoidales o aumento de la
densidad del césped). Sin embargo, la alta variabilidad en las variables caracteristicas del
estado de la poblacion y el efecto de otros parametros del suelo dificulta individualizar el

efecto del cobre presente en el suelo.

Una de las respuestas mas claras es el efecto positivo de la cantidad de cobre en la
densidad de brotes. Este efecto puede deberse a la disminucion de la competencia
interespecifica, ya que en las parcelas menos afectadas crecian otras especies que parecian
desplazar a Ptychostomum capillare. Este comportamiento se debe en parte a la menor
capacidad de competencia de P. capillare en suelos con niveles normales de cobre, donde
aparece compartiendo su habitat (o incluso invadida) con especies como Tortella

squarrosa, Syntrichia ruralis u Homalothecium sp. (véase Tabla 10). Se ha documentado
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un efecto similar en Scopelophila cataractae, Tapja 10 Especies que mas

que, al disminuir los niveles de cobre en su comdnmente aparecian junto a

. . , Ptychostomum capillare
medio, se ve desplazada por otras especies mas

competitivas (Nomura & Hasezawa, 2011). Bryum dichotomum

Didymodon sp.
El tamafio de las yemas rizoidales se ve afectado

Homalothecium Cf. sericeum

por el cobre, lo cual concuerda con lo esperado — .
Syntrichia ruralis

para otros musgos (Glime, 2007a). Sin embargo,

Tortella squarrosa

que este efecto se deba exclusivamente al cobre
no esta claro. En cuanto a la reproduccion sexual, carecemos de informacién para evaluar
si se ve afectada por el cobre ya que ni siquiera el control desarrolld estructuras de
reproduccion sexual. Es posible que las condiciones climaticas, a la proximidad de la
carretera, o la perturbacion general de la zona, sean adversas para la reproduccion sexual

de este musgo.

A pesar de no tener un efecto claro sobre los dafios celulares, como se ve en las variables
de amarilleamiento y frecuencia de células hialinas (Fig. 14 y 16), el cobre puede estar
afectando a los cespedes. En el caso del amarilleamiento se ve una gran variabilidad en
las parcelas mas afectadas (parcela 8 y 9), por lo que en ellas el cobre podria estar dafiando
solo a algunos cespedes disminuyendo su produccion de clorofila o degradando las
membranas celulares lo que produciria la muerte celular en ambos casos (Brown & Wells,
1990; Guschina & Harwood, 2002; Panda & Choudhury, 2005; Shakya et al., 2008).

Efectos de otros factores ambientales

Los restantes factores ambientales, ademas de su efecto directo sobre el organismo,
también pueden influir en la capacidad del contaminante de afectar a las comunidades.
La biodisponibilidad de los metales pesados depende de parametros del suelo, de la planta

y del ambiente en el que estos estén (Adriano et al., 1997; Wong, 2003).

En general las parcelas 6 y 3 (parcelas sin perturbacion con y sin cobre respectivamente),
a pesar de sus diversos contenidos en cobre en el suelo, tienen un valor mayor en las
variables que podriamos considerar positivas en cuanto al estado del musgo, como la
altura, el tamario de las yemas rizoidales, etc., y valores bajos en las variables de dafio
celular y tisular. Esto nos indica la importancia del buen estado del suelo en la paliacion
de los efectos del cobre. En especial, se ha sefialado la importancia de la humedad, la

materia organica y la estructura en la disponibilidad de los metales pesados (Wong, 2003).
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Es especialmente notable el efecto que tiene el balance hidrico en la frecuencia de la
aparicion de células hialinas. En estudios con Tortula muralis Hedw. se vio que la
desecacion y posterior rehidratacion causaba dafios en el cloroplasto y en la membrana
celular (Schonbeck & Bewley, 1981). Esto explica que las parcelas donde menos se
conserva la humedad, y presumiblemente méas sometidas a fluctuaciones del contenido

hidrico, sean las que més dafio tienen en sus tejidos fotosintéticos.

Parece claro que no es solo el cobre lo que esta afectando a las poblaciones, sino que las
variables del suelo también influyen en su desarrollo y estado de salud. Asimismo, se
sugiere también que los efectos tanto del cobre como de otras variables afectan en mayor
medida a la frecuencia de los dafios y no tanto al &rea afectada por tales dafios. Es decir,
a pesar de aumentar la incidencia del estrés por el cobre y la perturbacion del suelo, los
individuos siguen resistiendo con un nivel de dafio similar, aunque aumenta el nimero de

individuos con signos de dafio.
Caracteres cualitativos: presencia de protonema persistente

En la parcela 9, la de niveles de cobre propios de suelos industriales, la presencia de
protonema, presumiblemente procedente de la desdiferenciacion de células vegetativas
del filidio, es Ilamativa, ya que Ptychostomum capillare no es una de las escasas especies
de musgos en los que persiste esta fase juvenil tras el desarrollo del gametofito adulto
(Guerra et al., 2010). Es plausible considerar esta persistencia del protonema como una
forma de resistencia a la contaminacidn por cobre. Podria constituir una estrategia para la
colonizacion rapida del terreno y la propagacion asexual (Fig. 24). Este mecanismo se ha
documentado en otros briofitos ante condiciones adversas para el crecimiento vegetativo
(Whitehouse, 1980; Nomura & Hasezawa, 2011).
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Fig. 24: Modelo hipotético de la estrategia de expansién dependiendo de las condiciones
ambientales. a: llegada de las yemas a un nuevo ambiente. b: en condiciones adversas se
promueve la formacién de yemas a partir del protonema. c: las yemas se siguen formando y
migran hasta encontrar un ambiente propicio. d: una vez en ambientes favorables no se
promueve la formaciéon de yemas sino que el protonema crece y desarrolla el gametofito.
Modificado de Nomura & Hasezawa, 2011.

Mecanismos de resistencia en Ptychostomum capillare y uso como bioindicador

La falta de correspondencia entre las diferencias en niveles de cobre asimilable en el suelo
entre las parcelas y las que aparecen en el encontrado en los tejidos de sus poblaciones de
Ptychostomum capillare, como se detecta en los andlisis por absorbancia atémica,
apuntan a un posible mecanismo de exclusion por parte del musgo que explicaria en parte
su resistencia a este metal. Esta estrategia podria consistir en la produccion de barreras

frente al contaminante.

Los bridfitos pueden secretar diferentes tipos de sustancias. La mas conocida comdn es
el mucilago (Berthier, 1970), que usan como proteccién contra la desecacion de las zonas
mas delicadas (Berthier et al., 1974) y para eliminar los epifitos (DeLuca et al., 2007).
No hay razén para no esperar que el mismo mecanismo que les protege de los epifitos
esté sirviendo para permitir su crecimiento en terrenos contaminados o en areas donde
Ilega la deposicion atmosférica de metales pesados. Sin embargo, hemos encontrado en
P. capillare escasa producciéon de mucilago en las localizaciones clasicas en musgos,
como las axilas de los filidios o el meristemo apical (Berthier, 1970). Sin embargo en los
rizoides y en los apices de los filidios si se detecta. Habria que estudiar con mayor detalle
su posible papel en la proteccion frente al cobre, que en este trabajo no se ha manifestado.
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Sin embargo, los resultados con las pruebas histoquimicas y con los anéalisis MEB-EDX
parecen corroborar la estrategia de exclusion basada en sustancias extracelulares y
solubles en cloroformo, probablemente ceras, que eviten la entrada del cobre a los tejidos.
En general, se considera que las ceras aparecen en los musgos endohidros que tienen
mayor desarrollo de sistemas conductores (Buch, 1945; Proctor, 1979) pero no en las
especies ectohidras (sin células conductoras). En esta especie el desarrollo de tejidos
conductores es pobre. Sin embargo, ha de considerarse el escaso conocimiento que se
tiene de las sustancias secretadas por los briéfitos, y del papel jugado por éstas, que ha de

estudiarse en un amplio espectro taxonomico en el grupo.

Esta especie, P. capillare, presenta ademas otro posible mecanismo para evitar la entrada
del cobre y sus consecuentes efectos en el desarrollo de las poblaciones, consistente en
un mecanismo de evitacion fisica mediante la elongacion de los caulidios, con lo que se

separa la zona apical en crecimiento de la fuente de contaminacion, en este caso el suelo.

Debido a estos mecanismos, es dificil establecer una relacion directa entre el cobre
ambiental y el que se pueda encontrar en los tejidos, tal y como sugieren para metales
pesados en general Aboal et al. (2010) y Schroder et al. (2010) como advertencia ante el
uso de la bioindicacion directa de distintas especies de musgos, y que corroboran nuestros
datos. Por lo tanto, no recomendamos el uso de P. capillare para estimaciones
cuantitativas de los niveles de cobre en el suelo. Sin embargo, la contaminacién provoca
cambios en las poblaciones de esta especie que pueden ser usados para la bioindicacién
indirecta. Aun asi hay que ser cautos en su uso, ya que, como se ha visto, el estado del
suelo puede interferir en el efecto del cobre sobre los musgos (Lepp & Salmon, 1999;
Aboal et al., 2010; Schroder et al., 2010; Schrdder et al., 2014), como ha ocurrido en la
parcela 6 (con escasas perturbaciones y buen estado del suelo, pero con contaminacion

por cobre).
Uso de Ptychostomum capillare para la remediacion de suelos mineros

Un organismo adecuado para la remediacion debe ser resistente, si solo se quiere hacer
fitoestabilizacion, o hiperacumulador, en el caso de pretenderse realizar labores de
fitoextraccion (Wong, 2003). La capacidad de Ptychostomum capillare para acumular
cobre parece ser muy variable y por lo tanto su utilidad en este sentido dependeria de
diversas condiciones (climaticas, del suelo, etc.). Sin embargo, P. capillare si presenta

caracteristicas adecuadas como fitoestabilizador. Por un lado, es resistente a altas
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concentraciones de cobre y, de hecho, es la especie que mayor cobertura presenta en las
zonas con altos niveles de contaminante de la mina. Ademas, desarrolla rizoides de forma
extensiva, por lo que contribuye a la estabilizacion superficial de los materiales del suelo
y a la disminucion de la escorrentia. A esto se suma el hecho de que es un musgo
cosmopolita bastante comdn (Shaw & Petersen, 2005; DierRen, 2002) que podria
emplearse en préacticamente todas las partes del globo con este objetivo. Por Gltimo,
parece ser poco competitivo cuando las condiciones del suelo mejoran, aunque siga
habiendo cobre (como ocurre en la parcela 6 — con escasa perturbacion pero con cobre).
Debido a esto, tampoco seria problematica la sustitucion de la especie tras la remediacion,

que se haria facilmente y de manera natural mientras se va formando un suelo mas estable
y maduro.
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Conclusiones

e La concentracion de cobre en las zonas més afectadas de la mina La Estrella
supera los valores genéricos de referencia de suelos en zonas industriales, pero
disminuye en aproximadamente 25 metros de distancia a los valores regionales
VR90 para suelos sanos.

e Elnivel basal de cobre en tejidos de Ptychostomum capillare (25 pg g1), de rango
similar a los niveles toxicos para otras especies, podria explicar en parte la
resistencia a este metal.

e Las poblaciones de Ptychostomum capillare se ven afectadas por las altas
concentraciones de cobre en distintos parametros del desarrollo y caracteristicas
celulares que pueden mostrarse en conjunto o de forma independiente.

e Seobserva un efecto significativo del cobre en las variables de densidad de brotes,
tamafo de las yemas rizoidales, porcentaje de amarilleamiento y porcentaje de
otros organismos como liquenes y otros briéfitos.

o El cobre tiene un efecto positivo sobre la densidad de las poblaciones.
Podria deberse a una disminucion del efecto de la competencia con otras
especies.

e Laproduccion de protonema persistente parece estar fuertemente relacionada con
el cobre y podria tratarse de una estrategia de colonizacion hacia zonas menos
adversas.

e Otros factores ambientales, como la humedad, el pH y la cantidad de material
organica, pueden interactuar con el efecto del cobre y producir cambios en el
estado de salud y el desarrollo de las poblaciones de Ptychostomum capillare.

o Esto es especialmente importante en las parcelas 3 y 6: ambas tienen mas
humedad y una estructura del suelo desarrollada, y ademas la parcela 6
contiene el doble de materia organica que el resto.

o La interaccion de estos factores pone de manifiesto la necesidad de un
estudio del suelo detallado en trabajos de monitorizacion con musgos
terricolas.

e Ptychostomum capillare puede presentar diversos mecanismos de resistencia a la
contaminacion por cobre:

o Exclusion extracelular de las particulas mediante la secrecion de ceras.

o Evitacion de la fuente de cobre (el suelo) por elongacion de los caulidios.
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El uso de este musgo para la bioindicacién directa no estd recomendado por la
presencia de estas estrategias de resistencia, que distorsionan los niveles de cobre
en tejidos con respecto a la concentracién ambiental.

Ptychostomum capillare es un buen candidato para su uso en remediacion de
suelos, por su resistencia a la contaminacion y la perturbacion, y por su baja

capacidad para desplazar a otras especies en suelos en buen estado.
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