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EFECTO DE LA CONTAMINACION AMBIENTAL SOBRE
LLAS SUPERFICIES FOLIARES DE Pinus nigra
DE “ELS PORTS” (Castellon)

INTRODUCCION

Los efectos negativos de la contaminacion
ambiental sobre el crecimiento y desarrollo de las
plantas se conocen desde hace muchos afios: existen
numerosas descripciones de principios de siglo de
regiones devastadas en los alrededores de zonas
altamente industrializadas (ASHMORE et al.,
1988). Hasta hace poco tiempo eslas regiones se
encontraban localizadas en las cercanfas de fuentes
de contaminantes, por lo que era relativamente ficil
establecer una relacion causa-efecto. Puesto que la
quema de combustibles fésiles y también de dese-
chos industriales y urbanos se encuentran entre las
principales fuentes de emision de contaminantes a
la atmésfera, ¢l reconocimiento de este hecho y de
su impacto sobre la vegetacién circundante ha lleva-
do a la tendencia a construir chimeneas cada vez
mis altas, con lo que en los Gltimos anos nos encon-
tramos con una contaminacion a niveles mds bajos
pero mds ampliamente distribuida. Los efectos de
tales emisiones (contaminacion crénica) son mds
dificiles de determinar y generalmente se producen
a mas largo plazo. En muchas ocasiones ya no exis-
te una clara relacién geografica con las posibles
[uentes de contaminacioén o con altos niveles de
contaminantes, por lo que el diagndstico se hace
mas dificil.

Por otra parte, los sintomas visuales que se pre-
sentan en la vegetacion danada (clorosis y necrosis
foliares, cambios en la estructura y densidad de la
copa de los drboles, fuerte pérdida de hojas, ctc.)
son de tipo inespecifico y pueden ser causados por
diversos tipos de estrés.

Segtiin BONNEAU (1988), sc pueden establecer
tres grandes grupos de factores que interactian
entre si, dando lugar a los efectos observados:
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- contaminacién atmoslérica.

- cuestiones climaticas, especialmente condicio-
nes de sequia

- condiciones particulares del ecosistema, como
tipo de suelo, ete.

Este autor sefiala que pueden ser convenientes
medidas de tipo silvicola y de fertilizacion para
optimizar el funcionamiento fisioldgico de los arbo-
les, de modo que puedan resistir mejor las condicio-
nes externas adversas, en particular la contamina-
cidn, pero también la sequia o frios intensos.
Desgraciadamente, como indica COWLING (1988),
“la incertidumbre cientifica sobre causa-cfecto entre
contaminantes ambientales y deterioro de los bos-
ques estd llevando a cierta reluctancia por parte de
la industria y de los gobiernos para incrementar los
esfuerzos de control de la contaminacién, a pesar de
los efectos mejor conocidos de muchos de estos
contaminantes sobre la salud piblica, la turbidez
atmosférica, dafos en materiales y acidificacion de
ccosistemas acudlicos™.

Los oxidos de azufre y nitrdgeno, junto con el
ozono, se han descrito repetidamente como los prin-
cipales causantes de dafos en la vegetacion. Los
contaminantes pueden interaccionar con los ecosis-
temas a través de la lluvia, nieve u otras formas de
precipitacién (contaminacién himeda) y tambien
pueden depositarse en forma de particulas de diver-
so0s lamaifios (contaminacion seca), que es la forma
mayorilaria en que se depositan el azufre y el nitro-
geno. Ademds puede producirse también lo que se
denomina contaminacion oculla, que se refiere a la
caplura de agua de las nubes o la niebla por estruc-
turas superficiales.

Tras la deposicion en las superficies por cualquie-
ra de las formas indicadas, los contaminantes pue-
den penetrar en las hojas a través de los estomas.
Asi, los factores que influyen en la apertura estoma-
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tica (luz, humedad ambiental, temperatura, etc.) jue-
gan un papel importante en la entrada de contami-
nantes en la planta. Estos intercambios estin condi-
cionados por diversos factores como la morfologia
de la hoja, la tension superficial, la reactividad qui-
mica, la permeabilidad cuticular, ete., por lo que
resulta muy dificil determinar la dosis real de conta-
minante que perjudica a las plantas. En el caso de la
contaminacion hameda. las gotas de agua pueden
actuar no sélo como fuente de contaminantes sino
que, por procesos de intercambio idnico, pueden
también favorecer la salida de compuestos orgdnicos
e inorgdnicos produciendo un lavado de elementos
nutritivos y originando desequilibrios nutricionales.

TAMM y COWLING (1976) enumeraron los
electos fisiolégicos de la contaminacién himeda
(H,S0,, HNO3) o de depdsitos secos acidificantes
(SO,, NO,) sobre la vegetacion. Entre ellos cabe
destacar:

I. Accion sobre las cuticulas foliares causadas,
bien por la erosion de la capa cérea protecto-
ra, bien porque las gotas o particulas dcidas
causan danos macro o microscépicos en las
superficies celulares.

2. Interferencia con el funcionamiento de las
células oclusivas. La turgencia de estas célu-
las estd determinada por el pH citopldsmico,
que puede ser modificado por las precipita-
ciones dcidas lo que a su vez produciria una
disminucién del control sobre la apertura
estomdtica y sobre la tasa de transpiracion y
los intercambios gaseosos.

3. Danos en el metabolismo celular, que aunque
no sean claramente manifiestos pueden lle-
var consigo modificaciones en la tasa foto-
sintética, respiratoria o de otros procesos
metabdlicos que se reflejan en modificacio-
nes del crecimiento, disfuncion del desarro-
llo e incluso senescencia prematura.

4. Alteracion de la cantidad y calidad de los
exudados foliares y radiculares, con posibles
efectos secundarios sobre la microflora y
microlauna de estas superficies.

Puesto que los contaminantes deben interactuar

en primer lugar con las superficies sobre las que se
depositan, de todos estos posibles efectos quizd sea
la erosion de la cuticula el efecto primario que
desencadena un mayor nimero de dafos secunda-
rios o indirectos (deficiencias nutricionales, dese-

quilibrios hidricos, aumento de la susceptibilidad a
infecciones parasitarias, etc.), lo que conlleva, ade-
mds, una interaccion sinérgica de la contaminacién
con otros estreses ambientales.

El objetivo de este trabajo ha consistido en eva-
luar el posible impacto ambiental sobre la vegeta-
cién de la comarca de Els Ports. Se han puesto a
punto las técnicas de microscopia electronica de
barrido que han permitido el estudio sistemdtico de
las superficies foliares y, en particular las estomdti-
cas, de aciculas de pino. Se han realizado una com-
paracién de las hojas muestreadas en esta zona de
Castellén con hojas de drboles testigo de la provin-
cia de Teruel.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron superficies abaxiales y adaxiales
de pequeinios fragmentos foliares de la porcién cen-
tral de las aciculas de Pinus nigra en un microsco-
pio Jeol 258 del Servicio de Microsopra Electrénica

Figo 1o Microlotogralias electronmicas de aberturas epistomaticas
de aciculas de Pinus nigra. Estadio | de degradacion de
las ceras: a. b, ¢ y d, x3.500; e y [, x 12.250.



de la Universidad de Valencia. Para ello, las mues-
tras, fijadas con glutaraldehido al 4% —método que
menos modifica la estructura de las ceras superficia-
les (REED, 1982)—, fueron montadas en portas
donde se recubrieron con una pelicula de oro
mediante un “ion sputter”. Para estandarizar las
observaciones, en todos los casos se estudiaron 30
estomas localizados en la zona central de cada uno
de los fragmentos foliares.

La degradaciom de las ceras epistomadticas fue
estimada mediante la escala arbitraria por SAUTER
y VOB (1986), a la que se afiadié un quinto nivel de
erosion:

Estadio 1. La estructura es cristalina o fibrilar, for-
mando un reticulo o malla (Fig. 1).

Estadio 1I. Se observa ligera [usion de las ceras
tubulares, formando escamas o placas que no llegan
a cubrir un tercio de la apertura estomitica (Fig.2).

“ig. 2, Microlotogralias electronicas de aberturas epistomaticas
de aciculas de Pinus nigra. Estadio 11 de degradacion de
las ceras: a, b, c y d, x 3.500; e y £, x 12.250.

Estadio III. Progresa la fusidn de las ceras cristali-
nas y las placas cereas llegan a tapar mds de un ter-
cio, pero menos de dos tercios de la superficie esto-
matica. (Fig.3)

Fig. 30 Ncrolotogralias electronicas de aberturas epistomiticas
de aciculas de Pinus nigra. Estadio 111 de degradacion de
las ceras: a. b, ¢ y d, x 3.500; e y I, x 12.250.

Estadio IV. La cavidad epistomdtica queda total-
mente obturada por un tapén céreo mds o menos
liso, formado por ceras amorfas. (Fig.4).

Estadio V. La cavidad epistomadtica pierde el tapén
cereo que la obturaba (Fig.5)

Este tipo de escala, utilizada tambien por otros
autores (CROSSLEY y FOWLER, 1986;
TUOMISTO, 1988), se ha demostrado muy efectivo
para la cuantificacion de dafios en superficies, supe-
rando a métodos como el andlisis automatizado por
medio de analizadores de imagenes dada la gran
complejidad de las estructuras superficiales de las
hojas y de los cambios que éstas sulren.



Fig. 4. Microlotografias electronicas de aberturas epistomiticas
de aciculas de Pinus nigra. Estadio 1V de degradacion de
las ceras: a, b, ey d, e y £, x 3500.

RESULTADOS

Los estomas de Pinus nigra son estructuras hun-
didas en la epidermis foliar, con una camara episto-
madltica que proteje al ostiolo de la intemperie y que,
para cumplir mejor esta funcion, estd rellena de
ceras.

La observacion detallada al microscopio electré-
nico de barrido muesira que estas ceras estdn consti-
tuidas por cristaloides en forma de varillas densa-
mente entrecruzadas formando una malla a través
de la cual se puede realizar el intercambio gaseoso,
pero que a la vez, opone una resistencia que evita la
pérdida excesiva de vapor de agua.

En la figura 6 se presentan los resultados obteni-
dos al examinar la evolucion de las ceras fepisto-
mdticas de aciculas de drboles alejados de posibles
focos de contaminacion. Como se puede observar,

de los mas de 500 estomas estudiados, en las acicu-
las de un ano, aproximadamente ¢l 50 % de las
cdmaras epistomdticas no muestran sintomas de
degradacion (estadio I), el 40% presenta una fusién
inicial de las varillas céreas (estadio 11) y sélo el 10
% tiene fusionadas las ceras en una fase de erosion
mas avanzada, cubriendo mias de un tercio de la
superficie (estadio III). En las aciculas de dos anos,
los estomas sin erosién aparente han desaparecido y
los que muestran una fusion incipiente de las ceras

Fig. 5. Microfotogralias clectronicas de aberturas epistomaticas
de aciculas de Pinus nigra. Estadio V de degradacion de
las ceras: a, b, ¢ y d, x 3.500.
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Fig. 6. Porcentajes de los distintos estados de degradacion de las
ceras segtin la edad de las hojas de Pinus nigra. tomadas
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(estadio II) representan sélo el 12 %. Los mds fre-
cuentes son aquellos en los que las placas céreas lle-
gan a cubrir mas de un tercio de la abertura estoma-
tica (estadio 111, 65%) y se observa también un por-
cenlaje importante de estomas totalmente obturados
por una placa cérea (estadio 1V, 23%). En el tercer
ano la frecuencia de estomas en esta fase de degra-
dacion aumenta hasta un 62%, mientras que el esta-
dio 111 desciende al 38% v no aparecen estomas con
estructuras céreas [ibrilares.

Al realizar el andlisis por separado de las superfi-
cies abaxial y adaxial de las aciculas (Fig. 7). se
observa un ligero —pero claro— mayor deterioro
de las superficies adaxiales en los estadios mds
avanzados de degradacion. Asi, ya en las aciculas
de dos afios, ¢l estadio 1V de degradacion es del
38% en la superficie adaxial y sélo del 7% en la
abaxial, lo que sugiere un mayor efecto ambiental
sobre la superficie adaxial. No obstante, serfa con-
veniente realizar una mayor exploracion.
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Cuando se estudié la degradacion de las ceras
epistomaticas en los distintos puntos de muestreo de
la zona objeto de estudio (parcelas, 5, 32, 192, 202
y 224) observamos que, aunque no habia alteracio-
nes especilicas, la pauta de aparicion de los distin-

100 = PARCELA 5
&7
80 7
o 60
) |
= = 1]
$ o
g o
% 40 4 v
20 4
F /—rﬂ .
1 ANO 2 ANOS 3 ANOS
100+ PARCELA 192
804
60
3
)
T
s
5
5
a 40
m!
|
il
204 o w
oV
0
1 AR 2 AROS 3AROS
100 PARCELA 224
Ly
804
-y
80
o
]
=
s
2
o
LRI
| |
1]
o
20+
o
o
0 'z =
2 ANOS 3ANOS

62

tos estadios de degradacion se vefa acelerada. En
este sentido, en la figura 8 se puede comprobar que
en ninguno de los lugares muestreados se observa-
ron estomas sin erosion de ceras (estadio 1) y ya en
el primer ano aparecen porcentajes nada desprecia-
bles de estomas totalmente obturados por las ceras
fusionadas (estadio I'V). Asi mismo, en las aciculas
mds viejas comienzan a ser observados estomas que
han perdido la cubierta cérea, dejando libre la cavi-
dad epistomadtica y desprotegido el ostiolo (estadio
V). Cabe resaltar que en los puntos|92 y 202 sdlo se
pudieron muestrear aciculas de hasta dos anos por
ausencia de mds viejas, lo que no sorprende si
observamos que en estos drboles las aciculas de dos
anos ya presentaron estomas del estadio V.
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Fig. 8. Porcentajes de los distintos estadios de degradacion de las
ceras epistomdlicas en hojas de Pinus nigra, lomadas de
las parcelas de muestreo de Castellon.



Los resultados globales de los cinco puntos de
muestreo (Fig. 9) revelaron que en las aciculas de
un aino los estomas mas frecuentes (67%) tenian
obturada mds de un tercio de la superficie de la
cdmara por placas de ceras fusionadas (estadio III),
sélo el 9% correspondia a estomas con menos de un
tercio de la superficie obstruida (estadio II) y, sin
embargo, ya aparecia un 24% de estomas del esta-
dio IV. En el segundo y tercer ano la fusion y aglo-
meracion de ceras fue aumentando progresivamente
y es el estadio 1V ¢l mds frecuente, llegando a
representar el 71% para aciculas de dos anos y hasta
el 87% en las de tres afos. Paralelamente disminuyo
el nimero de estomas que presentaba el estadio de
degradacién 11 hasta el 25% o el 8% respectiva-
mente y aumentd del 3 al 6% el porcentaje de esto-
mas desprovistos de ceras (estadio V).
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Fig. 9. Porcentajes de degradacion de las ceras, segin la edad de
las hojas de Pinus nigra, tomadas de las parcelas de
muestreo de Castellon.

DISCUSION

Aunque de forma general se puede asumir que la
morfologia de las ceras epicuticulares estd bajo con-
trol genético (BAKER, 1982), la configuracion, el
tamano y la distribucién de los cristales céreos
puede verse modilicado durante el crecimiento del
vegetal, sobre todo por las condiciones ambientales
en las que se desarrolla. En este sentido, existen
numerosas experiencias que confirman el hecho de
que manteniendo fijas algunas variables como edad
de las hojas, época de muestreo, altitud de las zonas
de muestreo, elc., en las conileras la estructura ori-
ginal de las ceras es basicamente la misma y los

cambios son debidos principalmente a las condicio-
nes ambientales (JEFFRE et al., 1976). Laséras epi-
culturales, al ser la capa mds externa de las aciculas,
se van degradando progresivamente, degradacion
que es dependiente de la irradiacion, la temperatura,
de la climatologia en general y también de los con-
taminantes del aire (FISH, 1972; CAPE y FOW-
LER, 1981; RIDING y PERCY, 1985; BAKER vy
HUNT, 1986).

La utilizacion de la microscopia electronica de
barrido ha permitido demostrar que son las ceras
situadas en los alrededores y en el interior de las
cavidades epistomdticas las que acusan en mayor
grado los efectos del medio ambiente (GRILL y
GOLOB, 1983; HUTTUNEN y LAINE, 1983;
TUOMISTO, 1988). En este trabajo los resultados
indican que el porcentaje de estomas con cdmaras
epistomaticas estructuralmente funcionales va dis-
minuyendo con la edad de las aciculas (Fig.0), de
forma que en las hojas de tres anos no existen esto-
mas representativos de los estadios 1y II de degra-
dacion. Asi mismo, ¢l examen de las figuras 6 y 9
permite observar que la alteracion estructural de las
ceras epistomdticas es dependiente del lugar de
muestreo y asi, esta degradacion es mucho mds acu-
sada en las aciculas obtenidas de drboles que corres-
ponden a zonas supuestamente afectadas por la con-
taminacién ambiental. Resultados similares han sido
publicados para otras especies de coniferas como
Picea abies (KARHU y HUTTUNEN, 1986;
BERNADINGER et al., 1988; TUOMISTO, 1988)
o Pinus sylvestris (HUTTUNEN y LAINE, 1983;
CROSSLEY y FOWLER, 19806).

La figura 7 muestra ademads que son las superfi-
cies adaxiales las mds claramente afectadas, como
ya ha sido sugerido por otros autores (SAUTER y
VOB, 1986). Este aumento del nimero del estomas
obturados lleva unida la aparicion —aunque en baja
proporcion— de cavidades epistomdticas totalmente
desprovistas de ceras (estadio V, fig. 5) en las que
los estomas posiblemente habrian perdido la capaci-
dad reguladora de la apertura estomdtica, disminu-
yendo la viabilidad de la acicula. Asi vemos como
en los lugares de muestreo 192 y 202 (Fig. 8). en
que ya aparece esle estadio de degradacion en las
aciculas de dos anos, no pudieron ser muestreadas
aciculas mds vicjas. Lag viabilidad de la antecimara
estomdtica parece pues estar particularmente impli-
cada en la longevidad de las aciculas.



Estos resultados nos permiten sugerir, de acuerdo
con otros autores, que la contaminacién ambiental
no produce danos especificos que permitan identifi-
car de forma clara al agente contaminante responsa-
ble, pero si origina una acusada aceleracion de la
degradacidn estructural de las ceras que se da
durante el normal envejecimiento de las aciculas.

La erosion de las ceras se produce principalmen-
le como consecuencia de cambios en las propieda-
des fisico-quimicas de las ceras superficiales. Las
estructuras tubulares observadas al microscopio
electrénico de barrido parecen estar formadas por
compuestos no polares lales como ¢l alcohol secun-
dario 10 nonacosanol en Picea abies y Pinus cem-
bra (GUNTHARD, 1985). La cuantificacién
mediante cromatografia en capa lina (CAPE, 1986)
ha permitido constatar la disminucién de alcoholes
de cadena larga y cetonas, compuestos lipidos que
s¢ presentan en pequefia proporcion respecto al
total de ceras pero que parecen ser los responsables
de la estructura tubular de las ceras. Las placas
céreas y las ceras amorfas son debidas, por el con-
trario, a un aumento en el contenido de alcoholes
primarios y triterpenoides, respectivamente
(BAKER, 1982).

La fusion de la fibrillas céreas modifica el relieve
de las superficies foliares y, por tanto, sus propieda-
des fisicas. La disminucién de rugosidad al ir desa-
pareciendo las ceras tubulares y la formacion de
placas amorfas y lisas podria aumentar su humecta-

bilidad (RIDING y PERCY, 1985; TUOMISTO.,
1988). En este sentido, CAPE et al. (1989) han
sugerido que la rugosidad conferida por las ceras
fibrilares y tubulares en el interior y rodeando a la
cavidad epistomitica puede formar pequenas cdma-
ras de aire atrapadas entre las gotas de agua, aumen-
tando asf la repulsion al agua de superficies que de
por si son ya hidréfobas. Cuando las superficies
tubulares son erosionadas disminuye el dngulo de
contacto (LEYTON y JUNIPER, 1963) hasta hacer-
se similar al de cuticulas con pocas ceras (CAPE,
1983). Las gotas de agua de lluvia sobre las aciculas
JOovenes y sin erosionar estarfan aisladas de la cuti-
cula por las ceras epicuticulares, mientras que en las
aciculas erosionadas se formaria una fina pelicula
de agua sobre la superficie.

La principal cuestion radica en aclarar cuales son
los factores que condicionan esta degradacion de las
ceras y, por tanto, el papel que desempefiarian los
contaminantes del aire. En cualquier caso, la degra-
dacion estructural de las ceras epistomadlicas obser-
vada y la consecuente oclusion mecdnica de un
ntimero creciente de estomas de las aciculas podria
explicar, al menos en parte, los efectos de la conta-
minacion sobre los bosques de Pinus nigra especial-
mente si se consideran las consecuencias fisiologi-
cas negativas que se pueden producir —particular-
mente en interaccion con otros estreses— a medida
que aumenta la proporcion de hojas deterioradas en
el drbol.
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RESUMEN
Con la ayuda de la microscopia electronica de barrido se han examinado las alteraciones que la contami-
nacion ambiental puede ocasionar en las estructuras céreas epistomadticas de aciculas de Pinus nigra de “els

Ports™ (Castelldn).

Los resultados obtenidos indican que el porcentaje de cdmaras epistomadticas estructuralmente funcionales
va disminuyendo con la edad de las aciculas y que son las superficies adaxiales las mds erosionadas.
Asimismo, se ha podido comprobar que la alteracion estructural de las ceras epistomdticas es mucho mas
acusada en las aciculas obtenidas de drboles localizados en zonas afectadas por la contaminacion ambiental.
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SUMMARY

Possible alterations caused by air pollution in the wax structures of Pinus nigra needles, growing in “cls
Ports™ location (Castellon), have been examined by scanning electron microscopy.

Our results show that the percentage ol structurally functional epistomatic chambers decrease with needle
age, being the adaxial surfaces preferentially eroded. Structural alterations of epistomatic waxes in needles
from trees growing in this area are greatly enhanced in comparison o controls.
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