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2. Memoria Técnica. Actividades y resultados de investigacion

2.1. Introduccidn (Planteamiento, objetivos y justificacion)

Las poblaciones de anfibios estan sufriendo un declive global, entre cuyas causas
principales esta la contaminacion. La supervivencia de muchas poblaciones depende de su
capacidad de resistir dicha contaminacién, que difiere notablemente entre especies.
Entender la capacidad de resistencia a la contaminacién de los anfibios es primordial para

su conservacion.

No obstante, se desconoce el papel de la contaminacidn sobre aspectos fisioldgicos y
genéticos fundamentales como el estrés oxidativo y la tasa de acortamiento de los
teldmeros. El estrés oxidativo puede afectar a la salud de los organismos, mientras que un
acortamiento de los teldémeros puede acelerar su senescencia. Son conceptos
relacionados: el estrés oxidativo puede acortar los telémeros.

En el caso de la rana comun (Pelophylax perezi), numerosas poblaciones sobreviven en
habitats alterados, mientras que otras prosperan en entornos inalterados. Por tanto, es un
modelo idéneo para estudiar adaptaciones a la contaminacion.

En este proyecto, se estudiaran los efectos de la exposicidn crénica al amonio (uno de los
contaminantes mas abundantes en agrosistemas, y con mayores efectos sobre esta
especie) durante las fases de larva y de metamoérfico sobre el estrés oxidativo y la longitud
de los telémeros de individuos procedentes de ambientes pristinos y agrosistemas, y su

relacidn con el desempefio locomotor.

El amonio podria incrementar el estrés oxidativo, lo que, entre otros efectos nocivos,
podria producir un acortamiento de los telémeros, con la consiguiente aceleraciéon de la
senescencia. No obstante, las poblaciones expuestas al amonio podrian haber desarrollado
mecanismos de resistencia, lo que reduciria el efecto en comparacién con poblaciones de
hébitats pristinos. Al alterar rutas fisioldgicas comunes, el estrés oxidativo y/o el
acortamiento de los telémeros podrian perjudicar al desempefio locomotor.
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Con este proyecto, se pretende comprobar si existe variacién interpoblacional en el efecto
del amonio sobre el estrés oxidativo, el acortamiento de los telémeros, el desempefio
locomotor, y sus interacciones, en la rana comun.

Para ello, se testaron varias hipdtesis relacionadas entre si. En primer lugar, se estudid si
los niveles de estrés oxidativo de las larvas y metamoérficos de P. perezi estdn relacionados
con la longitud de sus telémeros, como consecuencia del presumible efecto del primero
acortando los segundos.

Ademas, se comprobd experimentalmente si una exposicién crénica al amonio durante la
fase larvaria incrementa el estrés oxidativo y el acortamiento de los telémeros en la propia
fase larvaria y justo tras finalizar la metamorfosis, lo que podria tener efectos negativos
sobre la salud y la esperanza de vida de los animales.

Por otra parte, se constatd si dichos efectos son mayores en ejemplares de habitats
pristinos, sin contaminar, que en otros de agrosistemas, donde el amonio es abundante y
los animales pueden estar sometidos a una fuerte presion selectiva que induzca la
tolerancia.

Finalmente, se comprobd si los niveles de estrés oxidativo y acortamiento de telémeros
tienen un efecto negativo sobre el desempefio locomotor de las larvas y los metamérficos.

2.2. Descripcion de la ejecucidon- Metodologia

En primer lugar, se capturaron diez parejas de adultos de habitats contaminados y
otras diez de habitats pristinos en el término municipal de Cartaya (Huelva). Los
animales de cada habitat fueron acomodados por separado en recintos al aire libre
gue conforman una planta de experimentacién a nivel de mesocosmos en dicha
localidad, declarados Nucleo Zoolégico por la Junta de Andalucia (Codigo REGA:
ES210210005710). Ambos recintos disponen de estanques artificiales donde las ranas
se reprodujeron. Los estanques se revisaron diariamente, y las puestas fueron
trasladadas al laboratorio. Alli, los huevos fueron adjudicados aleatoriamente, en
grupos de 15, a diferentes acuarios con 6 litros de agua. Se usé un total de 20
acuarios. La mitad de estos acuarios se mantuvo sin tratar, mientras que a la otra
mitad se afiadié 12 mg/L de amonio, concentracidn subletal que causa efectos
negativos en esta especie. Por tanto, larvas de cada habitat estuvieron expuestas a
cada uno de los tratamientos. El agua se cambid una vez en semana, manteniendo el
tratamiento adjudicado, y se alimentd a las larvas ad libitum con espinaca hervida.

Cuando los animales alcancen el estadio 40 Gosner, antes de la reorganizacion
morfoldgica, se fotografié a 100 de ellos para posterior medicidn con el software
Imagel, se pesaron, y se anotd el tiempo transcurrido desde la eclosiéon. A
continuacidn, se grabd en video una prueba de natacién de cada individuo, cuya
velocidad se obtuvo posteriormente con el software Tracker.

El resto de individuos se mantuvieron vivos hasta su metamorfosis. En ese momento,
se fotografid a 79 de ellos para posterior medicion con el software Imagel, se
pesaron, y se anotd el tiempo transcurrido desde la eclosidn. A continuacion, se
realizd una prueba para conocer la distancia de salto de los animales.
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Seguidamente, tanto en el caso de las larvas como de los metamoérficos, se procedid
a su eutanasia por inmersidon en MS-222 segun la legalidad vigente. Se seccioné una
muestra de tejido muscular de cada individuo (de la cola en el caso de las larvas y de
una pata trasera en el caso de los metamarficos), para la medicion de la longitud de
los teldmeros. De esta manera, se evitaron posibles interferencias por diferentes
longitudes en los telémeros entre distintos tejidos. El resto de cada muestra se
eviscerd y se congeld en nitrégeno liquido a -802C, evitando asi toda actividad
proteolitica, para estimar el estrés oxidativo.

Del tejido muscular se extrajo ADN gendmico y se determiné la longitud de los
telémeros mediante PCR cuantitativa (qPCR).

Finalmente, el resto de cada muestra se homogenizd, y se cuantificé mediante
técnicas estandar las enzimas antioxidantes catalasa, superéxido dismutasa, glutation
peroxidasa, y glutation reductasa en cada individuo. También se cuantifico el
malondialdehido formado durante la peroxidacién lipidica.

2.3. Resultados obtenidos (cumplimiento de objetivos)

Los marcadores de estrés oxidativo ofrecieron resultados dispares. En primer lugar, la
catalasa no fue afectada por el tratamiento, pero si que disminuyd drasticamente tras
la metamorfosis. La glutatién reductasa aumentd después de la metamorfosis solo en
los individuos control, aumento que fue inhibido por el amonio. La superdxido
dismutasa presentd un patrén similar. La glutatién peroxidasa aumento en los
metamarficos con respecto a las larvas en los animales sujetos a amonio, y también en
los individuos control de pinares, pero no en los de agrosistemas, cuyas larvas
presentaban unos niveles mads altos que todos los demas. El malondialdehido aumenté
de la fase larvaria a la de metamorfico, aunque de manera mucho mas marcada en los
individuos de agrosistemas, que presentaban niveles mas bajos durante sus fases
larvarias en todos los casos, y mas altos en sus fases de metamarficos solo en el grupo
experimental, pero no en el control.

En cuanto a la locomocion, la glutation reductasa presentd un efecto en forma de
interaccion sobre el tratamiento en larvas: la relacién entre la glutatidén reductasa y el
desempefio locomotor fue positiva en el grupo control pero negativa en el grupo
sujeto a amonio. En los metamorficos, la glutatidn reductasa presenté en todo caso
una relacién negativa con la locomocion. También se hallé una relacién negativa entre
la locomocion de los metamarficos y sus niveles de glutation peroxidasa.

Por lo que respecta al andlisis de longitud de telémeros, se halla aun en fase
preliminar, pero existen indicios de que el tratamiento causa efectos negativos en la
longitud de los telémeros de larvas y metamorficos, relacionados positivamente con
los marcadores de estrés oxidativo anteriormente descritos.

2.4. Conclusiones y valoracidn de la ejecucidn

Los resultados obtenidos hasta ahora muestran que se cumplen ampliamente las hipdtesis
de partida. Los distintos marcadores de estrés oxidativo se ven afectados, aunque en
medidas variables, por el habitat de procedencia de los animales, y por el tratamiento con
o sin amonio. Ademas, se observa que en algunos casos hay diferencias entre habitats aun
en ejemplares no sometidos a amonio, lo que sugiere una divergencia, potencialmente
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causada por la exposicidn a contaminacion durante generaciones, y que podria
desembocar en cierta tolerancia a la misma. Igualmente, y como especial novedad, cabe
destacar el efecto observado entre el estrés oxidativo y la locomocidn tanto en fases
larvarias como postmetamdrficas, que hasta la fecha no habia sido comprobada.
Igualmente, aunque incompletos aun, los andlisis que involucran a la longitud de
teldmeros parecen muy prometedores. Por lo tanto, el proyecto ha sido llevado a cabo con
éxito, y los resultados apoyan las predicciones. Estos resultados son de enorme relevancia
en los campos de la ecologia evolutiva, la ecotoxicologia y la conservacién de anfibios,
entre otros. Esta marcada transversalidad hace de esta investigacién una valiosa
contribucidn al avance cientifico.

2.5. Publicaciones resultantes

Dado que los andlisis que involucran a los teldmeros no han podido concluirse adn, por el
momento no se han publicado estos resultados. Sin embargo, dado el enorme calado de los
resultados disponibles, es previsible que el articulo resultante se publique a lo largo del
presente afio en revistas de alto impacto y de reconocido prestigio internacional, como Trends
in Ecology and Evolution, Frontiers in Ecology and the Environment, Global Change Biology o
Global Environmental Change.

3. Informe de gastos del proyecto. Relacidn de partidas de gastos y sus importes. Se deberan
aportar justificantes originales de los pagos realizados (tickets, recibos o facturas).

Los 3000 euros recibidos fueron empleados en los analisis de estrés oxidativo y de longitud de
teldmeros por parte de la Estacidn Bioldgica de Dofiana — Agencia Estatal Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (ver factura adjunta).
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