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para poder entendernos. La ansiedad y los nervios esperando la nota del primery Unico examen



del primer trimestre. Las risas. Las barbacoas de comienzo de verano en la piscina. Su forma de
darle a todo un toque de positividad y energia. T4. Mi médica particular. Esa adolescente que
con valentia y coraje entra en la facultad de medicina y sale de alli siendo una gran profesional.
Esa amiga que te llama un dia con “numero largo” preguntando por Sonia Zambrano y
haciendo saber que la llamaba la médico Gloria Maria para acabar rompiendo entre risas
porque estando en consulta habia visto que la paciente que le tocaba erasu amiga. Esa amiga
gue, aunque no vea en un mes, o dos, o tres incluso, y que aunque a veces tardemos también
en escribirnos, sabemos que estamos ahi la una para la otra, tanto para un momento pizza
como para un momento abrazo. Por sus dos nifios, que son dos tesoros. Y su marido, Angel
Luis, del cual sé, desde que empezaron muy jovencitos a salir, sus entrafables historias de
adolescentes enamorados hasta su preciosa boda, a la cual tuve el privilegio de asistir. Por ese
ramo con el que me obsequiaste tu el dia de la mia. Y por los millones de historias y de

momentos que aun nos quedan por compartir.



1. Introduccion

A primeros del presente siglo, el premio Nobel de Quimica neerlandés Paul J. Crutzen y el bidlogo
estadounidense Eugene F. Stoermer propusieron que nuestro planeta habia cambiado de era
geoldgica, abandonando el Holoceno y dando paso al Antropoceno, dentro del periodo
Cuaternario (Crutzen y Stoermer, 2000). Esta propuesta rdpidamente se granjed el apoyo de la
comunidad cientifica (Crutzen et al., 2007; Steffen et al., 2011), y se emplea hoy en centenares
de libros y articulos especializados, se cita miles de veces y se usa cada vez mas en los medios
de comunicacién (Ulloa, 2017). El concepto se acufid para designar las interacciones mutuas
entre las modificaciones en el clima, los cambios en la biodiversidad, la rapida acumulacién de
gases de efecto invernadero y los dafios irreversibles ocasionados por el consumo excesivo de
recursos naturales por parte del ser humano (Trischler, 2017). Por ende, el Antropoceno define
la época en la que las actividades del ser humano empezaron a provocar cambios biolégicos y
geofisicos a escala mundial. Se ha comprobado que estos cambios han alterado el relativo
equilibrio en que se mantenia el sistema terrestre desde los comienzos de la época holocena
(desde 11.700 afios atras). Tristemente, esta nueva época con registro estratigrafico esta
asociada a la llamada sexta extincion masiva de las especies, cuya diferencia con las anteriores
radica en que esta estd causada por Homo sapiens. Esto es debido a que en los uUltimos cien afios
la poblacién humana se ha incrementado seis veces, y su actividad econémica diez veces en los
ultimos cincuenta afios. La definicion de Antropoceno lleva implicita que ha de tener un registro
estratigrafico de la actividad humana para poder diferenciarlo del Holoceno (Waters et al.,
2016). Técnicamente, solo con el poso de la bomba atémica la definicidon es suficiente para
diferenciar el Antropoceno del Holoceno, pero hay muchas mas evidencias (los llamados
tecnofésiles, etc.). Sin embargo, parece ser un debate inacabado porque la Comision
Internacional de Estratigrafia, que es el referente mundial, aun no lo ha reflejado en la Ultima
version de la serie estratigrafica del afio 2022 (https://stratigraphy.org/chart). Esto refuerza mas
la justificacién general sobre estudios que examinen los efectos del cambio global en la
Biodiversidad.

El Antropoceno viene marcado por un brusco cambio global, cuyas causas
fundamentales se encuentran en la explotacién humana del medio ambiente (Di Donato, 2008;
Solomon, 2007). El origen de este cambio global antropogénico puede hallarse en cuatro
componentes principales: los usos del suelo, la contaminacién, el cambio climdtico y la
dispersién de las especies invasoras. (Sala et al., 2000). Para las décadas venideras, se prevé una
aceleracién de este cambio, de la mano de un aumento de las actividades humanas que lo

originan (Peduzzi, 2019). Entre otros factores, se espera un aumento en los cuatro componentes
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principales de este cambio global: se pronostica que esta intensificacion de los componentes del
cambio global acentue la degradacién de la funcionalidad de los ecosistemas (Duarte et al.,
2006; Pérez et al., 2012), que estd desembocando en la extincion masiva actual (Rodriguez,
2018).

Estos desencadenantes no funcionan de forma aislada, sino a través de complejas
sinergias que actuan a multiples niveles (Hardy, 2003; Osmond et al., 2004; Camarero et al.,
2004). Por ejemplo, los cambios en el uso del suelo implican un aumento en area de tierras de
cultivo (Veldkamp and Lambin, 2001; Ewers et al., 2009) y un predominio creciente de las
técnicas agricolas intensivas sobre las tradicionales (Nonhebel, 2002; Calderdn et al., 2012), lo
gue conlleva un incremento en las emisiones de gases de efecto invernadero que contribuyen
al calentamiento global (Caballero et al., 2007; Gonzalez et al., 2007; Johnson et al., 2007). Las
practicas agricolas también representan un aporte notable de nitrégeno a través de fertilizantes
(Olivares et al., 2013; Cardenas-Navarro et al., 2004), que en gran medida percola en el medio
(Stark and Richards, 2008; Benintende et al., 2008). Ademds, estos hdbitats enriquecidos con
nutrientes facilitan el establecimiento de plantas, animales e incluso microorganismos exéticos
(Pimentel et al., 2001; Guillemaud et al., 2011). Por su parte, las alteraciones en los rangos de
distribucién de las especies pueden modificar las relaciones ecoldgicas preexistentes (Schweiger
et al., 2008; Lobo, 1999), o dar lugar a interacciones novedosas (Tylianakis et al., 2008), que
pueden amenazar el equilibrio de los ecosistemas. De hecho, las invasiones biolégicas se han
considerado durante mucho tiempo entre las principales consecuencias del cambio global
(Lovei, 1997; Alonso et al., 2015). De excepcional relevancia son los casos recientes de expansién
geografica de patdgenos (Wilcox and Gubler, 2005) a medida que sus huéspedes (Seimon et al.,
2007) o vectores (Léger et al., 2013) siguen climas mas permisivos, se ven favorecidos por
cambios en los usos del suelo, o se extienden gracias el uso o comercio de animales (Randolph,
2009; Jiménez-Clavero, 2012; Kutz et al., 2013). A esta complejidad inherente al cambio global
antropogénico hay que afiadir efectos del cambio global de origen natural, ya que pueden llegar
incluso a ocurrir conjuntamente. Por ejemplo, la erupcidn del volcan Pinatubo en 1991 proyecté
cenizas hastala estratosfera, lo que provocé un enfriamiento global y una disminucion global de
la produccién primaria a corto plazo (Lucht et al. 2002), a pesar del calentamiento global
contemporaneo a mas largo plazo. Toda esta complejidad justifica el abordaje de este tipo de
estudios mediante aproximaciones experimentales capaces de dilucidar relaciones de causa-
efecto.

Para hacer frente a los problemas del Antropoceno, uno de los principales escollos con
gue se tropieza es la necesidad de resolver la delicada cuestién de la justicia medioambiental.

Este concepto hace referencia a la distribucién equitativa de cargas y beneficios en el uso y



aprovechamiento de los bienes naturales de interés comun, como son por ejemplo el agua vy el
aire. Ademas, demuestra la conexion entre el gran deterioro del entorno natural y el reparto no
equitativo entre paises de sus consecuencias negativas y la aplicacién de leyes
medioambientales para afrontarlo. Es por ello que se puede hablar de una dimensién
distributiva, la cual defiende la equidad en la solucién de los conflictos socioambientales, y de
una dimensién participativa, donde persiste la participacidon significativa de las personas
afectadas o involucradas por aquellas decisiones relacionadas con el medio ambiente (Lépez,
2014; Mohai et al., 2009)

Ahora bien, esos riesgos estan desigualmente repartidos y en general afectan mas a las
personas y grupos desfavorecidos. Por ello, no resulta facil encontrar una solucién a este
problema, conociendo lo heterogéneos que son los paises en funcion de su nivel de desarrollo,
extension territorial, poblacién, recursos naturales, etc. Ademas, la huella ecoldgica humana, es
decir, el area necesaria para producir los recursos consumidos y para asimilar los residuos
generados por una poblacién determinada con un modo de vida especifico (Domenech
Quesada, 2009), sobrepasa en un 50% la capacidad de regeneracidn y absorcion del planeta. El
80% de la poblacién mundial vive en paises cuya capacidad bioldgica, es decir, la capacidad de
un drea especifica biolégicamente productiva de generar un abastecimiento regular de recursos
renovables y de absorber los desechos resultantes de su consumo (Herndndez Alvarez et al.,

2007), ya es menor que su huella ecolégica (Olivo y Soto-Olivo, 2010; Pabdn, 2003).

1.1. Cambio climatico

El cambio climatico, segin lo define la convencién de las Naciones Unidas (Sanchez, 2016;
Bodansky, 1993), es una modificacion en el clima, atribuida directa o indirectamente a la
actividad humana, que altera la composicién de la atmdsfera (Fernandez, 2013) y que se suma
a los cambios regulares que, de forma natural, se dan en el planeta. El cambio climatico se debe

en buena medida al efecto invernadero, que se produce normalmente en la atmédsfera gracias a

moléculas que retienen el calor, como vapor de agua, diéxido de carbono, dxido nitroso, metano
y 0zono, sin los cuales la temperatura global seria tan baja que dificultaria enormemente la vida
en la Tierra (Caballero et al., 2007; Ballesteros y Aristizabal 2007; Dove, 1996). Sin embargo, en
los ultimos 100 afios, el efecto invernadero se ha ido intensificando de manera acelerada debido
a la acumulacion de esos mismos gases derivados de las actividades humanas (Olivo y Soto-
Olivo, 2010; Baethgen y Martino, 2000). De acuerdo con la mayoria de las predicciones, el
cambio climatico va a generar nuevos peligros y a aumentar los que ya se ciernen sobre los
ecosistemas naturales y humanos (Mendoza de Armas y Jiménez Narvaez, 2017).

En los ultimos afios, las temperaturas globales han estado en promedio 1,0°C por encima
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del valor de la era preindustrial, y se proyecta una probabilidad del 70% de que en el futuro
proximo se den uno o varios meses al afio con una temperatura por lo menos 1,5°C superior a
dichos valores (Portner et al., 2022). Un aumento de casi 0,6°C en la temperatura media global
ha tenido lugar en los ultimos 30 afios (Portner et al., 2022). Este incremento en la temperatura
global es de especial interés por sus posibles consecuencias negativas sobre la biodiversidad

(Olivo y Soto-Olivo, 2010; Searle y Rovira, 2008).

1.2. Cambios en los usos del suelo
Los cambios en los usos del suelo son una de las acciones que mas impacto tienen en su
degradacion, asi como en la conectividad entre poblaciones a causa de la fragmentacion del
habitat, y uno de los temas que genera mayor preocupacién en las disciplinas ambientales
(Nogueira y Rico, 2017). Se cuentan entre los factores primordiales en el cambio global, ya que
altera ciclos biogeoquimicos como el del agua o el del carbono (Lassaletta y Rovira, 2005; Llosa,
2010). Es un proceso antropico que provoca la pérdida de biodiversidad a nivel mundial, asi
como una degradacidén de la productividad y estructura de los bosques y otras dreas naturales,
causando en gran parte la emisién de diéxido de carbono al ambiente, tratdndose ademas del

medio por el que la sociedad resiente las alteraciones en el entorno (Paruelo et al., 2005)

1.3. Invasiones biologicas
Las invasiones bioldgicas son un proceso de introduccién, establecimiento y expansion de
especies exdticas procedentes de otras areas geograficas, ocupando regiones en las que
previamente no se encontraban, pudiendo generar dafios a las especies y al ecosistema receptor
(Vila et al., 2008). Una de las razones por las que las especies aldctonas aumentan rapidamente
en numero, pese a encontrarse en un habitat para el que deberian estar peor adaptadas que las
nativas, es que en la nueva regién no tendran enemigos naturales, por lo que ademads de no
estar amenazadas podran derivar mas recursos hacia la mejora de su crecimiento y reproduccion
(Medina-Vogel, 2010; Weickert y Sanchez, 2006). Aun asi, no podemos considerar que las
especies aléctonas sean invariablemente perjudiciales, ya que algunas no causan dafios
relevantes en los ecosistemas donde son introducidas (Bogosavljevi¢ y Zlatkovi¢, 2017). Los
ecosistemas invadidos pueden ser alterados de muy diversas formas y en un grado ampliamente
variable por las especies invasoras (Gutiérrez Bonilla, 2006). Los efectos seran mas drasticos si
sus estrategias para el uso de los recursos son diferentes a las de otras especies ya presentes:
pueden, por ejemplo, aumentar o disminuir la disponibilidad de agua (Sosa-Rodriguez, 2012),
nutrientes o luz (Giorgi et al.,, 2014) e incluso modificar la frecuencia de incendios (Jaksic y

Farifia, 2015; Vidal et al., 2015; Ferreira et al., 2018). Las especies invasoras pueden afectar



negativamente a las nativas de otras formas mads directas, utilizandolas como alimento,
compitiendo o reproduciéndose con ellas, o introduciendo o comportdndose como patégenos
gue las hagan enfermar o que incluso las maten (Montori et al., 2007; Olivera 2020). El resultado
de esto podria ser el desplazamiento de las especies nativas con la consiguiente pérdida de
biodiversidad (Capdevila-Argiielles y Suarez-Alvarez, 2013; Vila et al., 2006). Por tanto, las
invasiones producen graves e irreversibles impactos en el medio ambiente y los recursos
naturales, al daiar la biodiversidad, la calidad del habitat y el funcionamiento de los ecosistemas

(Castro-Diez, et al., 2004).

1.4. Contaminacion

Las multiples fuentes de contaminaciéon ambiental a las que se enfrenta el planeta, derivadas de
diversas actividades humanas, constituyen una de las grandes amenazas para la biosfera (Dong
et al., 2021). Especial mencién merecen los contaminantes nitrogenados. El nitrégeno es un
nutriente esencial para el desarrollo de todas las formas de vida conocidas (Garcia y Navarro
Garcia, 2013; Hueso, 2017; Harder, 1983). Es por ello que la deposicién de nitrégeno como
fuente de contaminacion es tan particular, dado que el nitrégeno actua como fertilizante y
contaminante a la misma vez (Fernandez, 2008; Galindo et al., 2020; Garcia-Veldzquez y Gallardo
2017). En la actualidad, se registra una excesiva deposiciéon de nitrégeno a consecuencia de
presiones antrépicas como la quema de combustibles fésiles, principalmente en forma de
nitrégeno oxidado, las actividades industriales o asociadas al parque mdvil, o las explotaciones
agropecuarias, que tipicamente producen nitrégeno reducido (Gruber y Galloway 2008;
Eugercios-Silva et al., 2017). Es por ello que la cantidad de nitrégeno reactivo fijado se ha visto
multiplicada de tres a cinco veces a raiz de la revolucién industrial, como consecuencia de las
actividades humanas actuales, alterando asi de manera muy pronunciada el ciclo del nitrégeno
(Fowler et al., 2015). Estos desequilibrios en la cantidad de nitrégeno disponible han ido
acompafiados de una pérdida sistematica de biodiversidad en todos los niveles tréficos
(productores primarios, consumidores y descomponedores) y grupos bioldgicos (Tylianakis et
al., 2008; Baron et al., 2014) y la disrupcién de buena parte de las interacciones ecoldgicas que
aseguran el normal funcionamiento de los ecosistemas (Sala et al., 2000; Bobbink et al., 2010).
Dichas alteraciones interrumpen la funcionalidad de los ecosistemas, afectando a su vez a la
fertilidad del suelo, la regulacién del clima, la composicion del aire y de las masas de agua, o la
polinizacién, entre otros muchos factores (Chapin et al., 2000). Algo que viene contemplandose
desde hace tiempo es que la deposicién de nitrégeno va a aumentar de manera significativa en
todos los puntos calientes de biodiversidad del planeta, zonas que contienen un gran porcentaje

de la biodiversidad global, aun teniendo una extensidn geografica relativamente reducida
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(Phoenix et al., 2006).

Este aumento en la disponibilidad de nitrégeno se traduce en no pocas ocasiones en un
traspaso del umbral de saturacién de nitrégeno (Dise y Wright 1995; Brenner et al., 2005; Nilsson
et al., 2006; Stevens et al., 2006), que suele provocar un aumento de las pérdidas de nitrégeno
por lavado (Dise y Wright 1995). El traspaso de este umbral suele desencadenar efectos
negativos por dicho elemento, ya que en este punto la disponibilidad de nitrogeno pasa a ser
mayor que la que el ecosistema es capaz de procesar. Especialmente los compuestos
nitrogenados mas solubles en agua, nitratos, nitritos y amonio, son las formas en las que el
nitrégeno suele perderse por lixiviado, sobre todo durante periodos de grandes precipitaciones
(Pilkington et al., 2005; Fowler et al., 2013).

Un aumento de la deposicién de nitrégeno también suele provocar un incremento de la
exportacion de nitrégeno, que eutrofiza las aguas subterrdneas y los cursos de agua, con las
correspondientes consecuencias negativas para las comunidades dulceacuicolas que a menudo
se ven fuertemente alteradas (Sinsabaugh et al., 2004; Waldrop y Zak 2006; Wei et al., 2013). La
eutrofizacién es el aporte excesivo de nutrientes inorganicos, en la mayoria de los casos
procedentes de actividades humanas, en un ecosistema acudtico. Estos nutrientes inorgdnicos
son principalmente el nitrogeno y el fdsforo. Dicho exceso de nutrientes conlleva una
proliferacién desmesurada de algas fitoplanctdnicas, que llegan a agotar los recursos tréficos y
bloquear la entrada de luz solar, impidiendo la fotosintesis a mayores profundidades y llevando
paraddjicamente al colapso andéxico (Daoudi et al., 2013; Wurtsbaugh, et al., 2019). Ademas, se
registran fuertes impactos en las comunidades dulceacuicolas, con un aumento de la biomasa
de dichas algas a costa de una disminucion de la biodiversidad (Ochoa-Hueso, 2017). Los
cambios en el metabolismo de las comunidades microbianas del suelo son producidos
precisamente por un aumento de carbono organico disuelto (Ochoa-Hueso, 2017), capaz de
inhibir sus enzimas oxidativas (Jian et al. 2016). Esto conlleva un declive en la matriz del suelo,
la cual acaba perdiéndose debido a la disfuncionalidad de los microorganismos para inmovilizar
la materia organica disuelta (Sinsabaugh et al. 2004; Waldrop y Zak 2006). Todo esto puede
desencadenar una acidificacidn del suelo (Horswill et al. 2008; Stevens et al. 2009; Ochoa-Hueso
et al. 2013) debido a que el lavado de nitrégeno lleva consigo la pérdida de cationes basicos
como son el potasio o el magnesio (Horswill et al. 2008; Stevens et al. 2009; Ochoa-Hueso et al.
2013; Ochoa-Hueso, 2017), cosa que, junto al aumento de nitrificacidn, conlleva la liberacion de
protones al medio (Brenner et al. 2005; Nilsson et al. 2006). También pueden presentarse
cambios en el pH por otras razones (Van Straalen y Verhoef 1997; Xu et al. 2007; Ochoa-Hueso
et al. 2014b), como consecuencia de los efectos indirectos de la deposicidén de nitrégeno sobre

la fauna del suelo, afectando asi a las redes tréficas y provocando numerosos cambios (Wolters
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1991; Cole et al. 2008). Esto es debido a alteraciones en la calidad y cantidad de los aportes de
hojarasca (Vourlitis y Fernandez 2012; Ochoa-Hueso, 2017).

Existen diferentes causas por las que se produce la eutrofizaciéon (Prepas y Charette,
2003; Ansari, et al., 2010). Una de ellas es la agricultura (Withers et al., 2014), principalmente
por el uso de fertilizantes nitrogenados, los cuales acaban en las aguas superficiales o
subterrdneas por lixiviacién y arrastre. Numerosos estudios observacionales y experimentales
demuestran que existe una relacién directa entre la deposicién de nitrégeno, el aumento de la
eutrofizacién y la acidificacién del suelo (Stevens et al. 2009; Ochoa-Hueso et al. 2014a; Ochoa-
Hueso et al. 2015; Ochoa-Hueso, 2017). Otra causa con gran incidencia es la ganaderia (Biagini
y Lazzaroni, 2018), ya que si no se gestionan de manera adecuada los excrementos de los
animales (ricos en nutrientes, fundamentalmente amonio), se generan vertidos a las aguas
préximas. De la misma manera, los residuos urbanos, como por ejemplo los detergentes con
fosfatos, producen consecuencias nocivas en las aguas (Owusu y Kuitunen, 2002). La actividad
industrial también es de importante mencién, ya que entre los muchos productos téxicos que
produce la industria se encuentran los vertidos nitrogenados y fosfatados (Braga et al., 2000,
Khan y Mohammad, 2014). Estos se caracterizan por afectar a zonas concretas y de manera
puntual, al igual que ocurre con la actividad industrial, en la cual destacanla produccién de
vertidos nitrogenados y fosfatados. La explotacién forestal también puede producir un proceso

de eutrofizacion (Ahtiainen y Huttunen, 1999).

1.5. Los agrosistemas como marco de estudio del cambio global

No todos los habitats son igualmente susceptibles a las alteraciones derivadas del cambio global,
ya que hay areas sometidas a una mayor presién humana y que por lo tanto son notablemente
mas vulnerables (Nicholls et al., 2015). Esto es lo que ocurre en el caso de los agrosistemas. Estos
representan una fuente de gases de efecto invernadero (Miller et al., 2016), un cambio notable
en el uso del suelo, un reservorio de especies invasoras (Blanco y Leyva, 2007), una causa de
fragmentacién del habitat (San Vicente y Valencia, 2010; San Vicente y Valencia (2012) y un
nada desdefiable aporte de pesticidas y nitrégeno como fertilizante (Rodriguez, 1982; Loewy,
2004). Dado que no hay evidencia sélida de que el cambio global contribuya a mejorar la
produccion agricola promedio en todo el mundo (Ortiz, 2012), alimentar a la creciente poblacién
humana requerird una actividad agricola cada vez mas extensa e intensiva que no hara sino
exacerbar esos problemas en un futuro cercano (De la Fuente y Suarez, 2008; Martinez-Castillo,
2009).

Los ecosistemas agricolas estan sometidos a cambios continuos de sus componentes

con el fin de maximizar la produccion. Estos cambios implican una pérdida de habitat natural,
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con las subsecuentes consecuencias perniciosas para la biodiversidad (Bionda et al., 2012). Por
otra parte, la contaminaciéon quimica propia de los agrosistemas afecta directamente a la
funcionalidad ecosistémica, produce pérdidas en la integridad ecoldgica, ademas de dificultar el
manejo de los recursos de agua y suelo, generar una dependencia de altos insumos externos
(recursos no renovables, fertilizantes, plaguicidas y/o combustibles fésiles) y una degradacion
de la aptitud del suelo (Bello et al., 2008; Hernandez-Rodriguez et al., 2010). Desde el punto de
vista ambiental, la gestidon inadecuada de la actividad agricola, la aplicacién de cantidades
excesivas de fertilizantes minerales a los suelos, o la ejecucion de practicas agricolas
inapropiadas sin tener en cuenta las caracteristicas del suelo, conforman elementos de riesgos
para la salud (Sarabia, 2011). Al ser propensas a diversas alteraciones, las tierras agricolas
pueden también desempefiar un papel importante en la expansion de patégenos (Bebber 2015),
ya que se sabe que los habitats modificados por humanos desestabilizan las dindmicas de ciertas
enfermedades (Brearley et al., 2013).

La agricultura amenaza de una manera menos obvia a los ecosistemas acudticos, ya que
intensifica el desperdicio de agua y contamina los recursos hidricos. Dicha contaminacidn del
agua en sus diversas formas plantea un desafio excepcional para los humanos (Tarquino, 2004;
Guzman et al., 2016; Diaz, 2018) y muchos otros organismos (Sanchez y Tello, 2019; Baquerizo
et al., 2019). Desde el punto de vista ambiental, la consecuencia final y mas alarmante de la
contaminacion del agua es una pérdida dramatica de biodiversidad acuatica (Mancera-Pineda
et al., 2013; Badii et al., 2015; Guadarrama-Tejas et al., 2016) e incluso terrestre (Bravo, 2002;
Badii et al., 2015), con repercusiones perjudiciales también a nivel de comunidad (Camargo y
Alonso, 2007; Garcia-Garcia et al., 2012). Estos dafos a la biodiversidad podrian ser
consecuencia de los efectos directos de la contaminacién sobre los animales (Amoatey and
Baawain, 2019) ya sea a través de deficiencias en la morfologia (Pérez, 1999; Tomanova y
Tedesco, 2007), fisiologia (Pérez, 1999), salud (Romero et al., 2006; Elieser, 2014; Ubilla y
Yohannessen, 2017), comportamiento (Espina y Vanegas, 2005, desempefio locomotor (Henao
Mufioz y Bernal Bautista, 2011; Arenas, 2015) o reproduccién (Avila, 2007).

Sin embargo, tales efectos de la contaminacion bien pueden representar potentes
agentes selectivos capaces de promover resistencia (Cuevas-Reyes, 2010; Dussi y Flores, 2018).
La heterogeneidad en la distribucién espacial (Arellano y Rangel-Ch, 2008; Ares y Entraigas,
2022) y temporal (Ares y Entraigas, 2022) de las fuentes de contaminacion puede llevar a una
divergencia geografica en la resistencia al agente que la produce (Bridges and Semlitsch,
2001a,b; Wirgin and Waldman 2004), cuya base genética se ha rastreado con éxito en varias
ocasiones (Williams et al., 2008). La agricultura es, de hecho, una fuente notable de divergencia

geografica en la distribucidn de la contaminacién (Moss, 2008), al ser responsable del vertido de
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plaguicidas (Huseth and Groves, 2014), herbicidas (Lutri et al., 2020) y fertilizantes (Kundu et al.,
2009). Entre estos ultimos, la agricultura representa una fuente notable de fertilizantes
nitrogenados (Baez-Pérez et al., 2020; WingChing-Jones, 2016) que aparecen sometidos a
procesos de lixiviado que los arrastran a aguas superficiales (Brye et al., 2001; Randall and Mulla,

2001).

1.6. El amonio: fertilizante contaminante

Las distintas formas de contaminacidn del agua plantean un desafio importante para la vida
silvestre (Qin et al., 2010). Una fuente notable de fertilizantes nitrogenados es representada por
la agricultura (Olivares et al., 2013), ya que estos pueden lixiviarse por las superficies y llegar y
transportarse a las aguas superficiales (Brye et al., 2001). En particular, a menudo se ha
reportado al amonio como el compuesto nitrogenado dominante en agrosistemas y cuerpos de
agua adyacentes (Garzén y Cérdenas, 2013; Cabrera, 2021; Liu et al., 2021a,b). Por un lado, el
aumento moderado de la productividad primaria (base de la cadena alimentaria) debido a un
incremento en la dosis de este fertilizante podria tener efectos positivos indirectos, al aumentar
la materia orgéanica disponible (Gonzalvez y Pomares, 2008). No obstante, al percolar en masas
de agua, el amonio puede dar lugar a un crecimiento incontrolado de las algas por eutrofizacion,
gue a menudo origina aguas hipdxicas o incluso andxicas, con las alteraciones concomitantes
del ecosistema (Camargo and Alonso, 2006). Por otra parte, el amonio es un toxico con multiples
efectos negativos sobre la salud y la fisiologia de los animales (Camargo and Alonso, 2006;
Sposito y Moltedo, 2016). Por ejemplo, se han descrito efectos negativos de diversa
consideracion en invertebrados de agua dulce (Berenzen et al., 2001) y salada (Abbott, 1977),
mamiferos (Melin et al., 2014), aves (Mcnabb et al., 2009), reptiles (Marco et al., 2004) y anfibios
(Goleman et al., 2002).

1.7. Los anfibios como modelo de estudio del cambio global
En cualquier caso, no todos los animales son igualmente susceptibles a estas alteraciones. Entre
los vertebrados, los anfibios estan particularmente amenazados a nivel global, habiendo sufrido
sus poblaciones un importante declive en las Ultimas décadas (Marco, 2002; Sparling, 2003;
Collins et al., 2009). El origen de este declive de los anfibios se halla en distintas causas que
pueden actuar de manera independiente o conjunta. Las causas mas frecuentes de este declive
son la alteracion y la destruccion de su habitat (Ayllon, 2005; Méndez-Narvaez, 2014). Como la
mayoria de los taxones, las poblaciones de anfibios se ven frecuentemente amenazadas por
barreras a la conectividad (Cushman, 2006) y competidores exoticos (Shuman-Goodier et al.,
2017), patdégenos (Pounds et al., 2006) o depredadores (Galan y Ferreiro, 2010; Falaschi et al.,

2020). Ademads, como ectotermos, los cambios térmicos pueden ser perjudiciales para su



fisiologia (Babini et al., 2015; Basanta, 2019). Pero los anfibios son particularmente susceptibles
a la contaminacidn debido a su piel permeable (Beebee and Griffiths, 2005; Egea-Serrano et al.,
2012). Junto con los pesticidas (Brihl et al., 2013) y otros agroquimicos (Torres y Capote, 2004;
Moreno, 2017; Bernasconi, 2021), los compuestos nitrogenados derivados de fertilizantes
infligen un impacto importante en las poblaciones de anfibios (Marco and Ortiz-Santaliestra,
2009a).

En este contexto, varios estudios realizados con anfibios en diferentes etapas de su
desarrollo indican que la contaminacion global por compuestos nitrogenados puede estar
contribuyendo decisivamente en la crisis de biodiversidad en este grupo animal, ya que estos
contaminantes nitrogenados pueden afectar negativamente a los embriones de anfibios al
poder atravesar la barrera gelatinosa de las puestas (Aguillén-Gutiérrez, 2018). De hecho,
aquellas concentraciones de nitrégeno que son consideradas legales para el consumo humano,
para las larvas recién eclosionadas de varias especies son nocivas y letales (Benli y Kéksal, 2005;
de Lourdes et al., 2014). De igual forma, niveles subletales de contaminantes nitrogenados, asi
como los fertilizantes quimicos o los residuos ganaderos, también pueden afectar
negativamente a los anfibios tras su metamorfosis (Marco, 2002). Por su sensibilidad a la
contaminacién, los anfibios funcionan como bioindicadores del estado del ecosistema, es decir,
el avance de esta contaminacién produce efectos letales y subletales en anfibios, y es por esto
gue estos organismos sirven para evaluar variaciones en la calidad ambiental, tanto por sus
requerimientos de habitats acuaticos y terrestres en condiciones déptimas como por sus
caracteristicas morfo-fisioldgicas (Holt y Miller, 2011).

Entre los compuestos nitrogenados, el amonio a menudo provoca los mayores efectos
en la disminucion del consumo de alimento, la supervivencia y la tasa de crecimiento en larvas
de anfibios (Egea-Serrano et al., 2009; llha y Schiesari, 2014; Bellezi et al., 2015; Garriga et al.,
2017). Por ejemplo, los renacuajos de la rana de bosque norteamericana (Rana sylvatica)
expuestos a amonio experimentan una mayor mortalidad (Burgett et al., 2007), mientras que
los expuestos a nitrato y nitrito no se ven afectados (Smith, 2007). Ocurre algo similar en el caso
de Pelophylax perezi: el amonio tiene efectos mayores que el nitrito y el nitrato, como por
ejemplo en el incremento de las tasas de actividad y la disminucién del consumo de alimentos,
compromete mas el crecimiento, y causa mayores tasas de mortalidad (Egea-Serrano et al.,
2009, 2011).

Por otra parte, se ha podido comprobar, en los ultimos afios, el rol de las enfermedades
emergentes en los casos mas enigmaticos de declives y extinciones de anfibios (Daszak et al.,
1999; Kilpatrick et al., 2010; Vredenburg et al., 2010). Las amenazas mas serias para muchas

especies de anfibios en todo el mundo son virus y hongos que actian como patdgenos
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especificos de este grupo (Carey et al., 1999; Densmore y Green, 2007). En cuanto a los virus,
cobra especial relevancia la familia de los iridovirus. Estos iridovirus que afectan a los anfibios
son tremendamente resistentes y ademas se transmiten con una gran facilidad (Daszak et al.,
1999; Hyatt et al., 2000). Aparecen normalmente en ambientes degradados, donde los anfibios,
para reproducirse, se concentran en grandes cantidades en pocas charcas (Gibbons et al., 2000;
Andreone et al., 2006). La sintomatologia de las enfermedades que causan es complicada, ya
gue mientras gran cantidad de veces los individuos infectados mueren sin sintomas externos
evidentes, otras veces se producen hemorragias locales y ulceras en la piel y, en general,
necrosis agudas en érganos internos (Daszak et al., 1999; Densmore y Green, 2007; Gray et al.,
2009). Ademas, en la mayoria de los casos, los anfibios afectados sufren infecciones bacterianas
secundarias, lo que complica el diagndstico de la enfermedad (Bosch, 2003 a,b). Con respecto a
las enfermedades flngicas, la quitridiomicosis es el principal protagonista (Berger et al., 1999;
Fites et al., 2013; Fisher y Garner, 2020). La quitridiomicosis es una enfermedad causada por el
hongo patégeno Batrachochytrium dendrobatidis y es el principal factor que contribuye en el

declive y extincién de muchas especies de anfibios (Bosch et al., 2007; Van Rooij et al., 2015).

1.8. Efectos de los compuestos nitrogenados sobre los anfibios

1.8.1. Supervivenciay crecimiento

1.8.1.1. Fases embrionarias
A diferencia de sus homdlogos terrestres, que pueden evitar activamente los suelos contaminados

(Marco et al., 2001), los huevos y larvas de anfibios no pueden escapar de los cuerpos de agua que
habitan y, por lo tanto, de la contaminacidn si estan contaminados (Griffis-Kyle, 2007; Daam et al.,
2020). Se sabe que la gelatina de las puestas de gran cantidad de especies de anfibios aporta
muchos tipos de beneficios para los embriones, entre los cuales figura una funcién protectora
frente al efecto nocivo de diversos contaminantes (Marco y Blausten, 1998; Marco, 2001). Por ello,
los embriones suelen ser mas resistentes que las larvas a compuestos como el amonio, ya que
estos estan protegidos por sus membranas y, ademas, las matrices gelatinosas suelen ser
resistentes a dicho contaminante (Schuytema y Nebeker, 1999a; b). No obstante, esto no implica
gue los embriones de anfibios sean inmunes al amonio.Por el contrario, los embriones de distintas
especies de rana son sensibles a dicha sustancia, tanto cuando se encuentra formando parte de
fertilizantes quimicos agrarios como cuando actia de forma aislada (Boyer y Grue, 1995;
Schuytema y Nebeker, 1999a; b; Marco, 2002). Incluso, hay estudios que indican que este amonio
podria ser mas tdéxico aun que el nitrito en elcaso de los embriones, probablemente porque las
membranas del huevo o la gelatina podrian ser mas permeables al amonio (Randall y Tsui, 2002;

Chew et al., 2005; Ip y Chew, 2010).
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1.8.1.2. Fases larvarias
La alta sensibilidad de las larvas de anfibios a muchas de las sustancias quimicas que producen

la contaminaciéon de habitats acuaticos, ademas de las alteraciones de la calidad del agua como
la eutrofizaciéon y la acidificacion, esta ampliamente documentada (Freda, 1986; Pierce, 1985;
Marco, 2002). En consecuencia, se ha encontrado evidencia de que los compuestos
nitrogenados pueden afectar directamente al crecimiento y desarrollo de los renacuajos
(Burgett et al., 2007; Egea-Serrano et al., 2011). Esto podria estar mediado por una disminucién
e inhibicién en el consumo de alimento por parte de las larvas de anfibios debido a la presencia
de nitritos y nitratos en el agua (Watt y Oldham, 1995). También se sabe que la presencia de
estos compuestos puede disminuir los niveles de actividad (Egea-Serrano et al., 2011), y mermar
la supervivencia (Egea-Serrano et al., 2009). Ademas, las alteraciones morfoldgicas provocadas
por estas sustancias podrian dificultar la locomocién, dado el impacto de la morfologia en el
rendimiento locomotor (Liu et al., 2022; Gémez et al., 2020). Dicha alteraciéon del
comportamiento antidepredador es un efecto secundario negativo de los compuestos
nitrogenados bien documentado en las larvas de anfibios (Ortiz-Santaliestra et al., 2010), que
podria causar indirectamente la reduccion de la supervivencia (Burgett et al., 2007; Ilha and
Schiesari, 2014). De hecho, las larvas de anfibios sometidas a contaminacién por compuestos
nitrogenados pueden llegar a nadar con dificultad, mostrar falta de equilibrio y paralisis, sufrir
anomalias morfoldgicas y edemas, y finalmente incluso morir (Baker y Waights, 1993, 1994,
Marco et al., 1999). Estos efectos pueden verse agravados por otros factores estresantes
concomitantes, como la hipoxia (Jiang et al., 2022).

No obstante, se han descubierto diferencias notables en la sensibilidad de distintas
especies e incluso entre individuos. Existen especies en las cuales todos los individuos muestran
una misma tolerancia a estos compuestos, por lo cual, cuando se supera un umbral de
concentracion determinado, todos los individuos se ven afectados (Marco et al., 1999). Si la zona
en la que estas especies habitan registra niveles de concentraciéon préximos o por encima del
umbral de tolerancia de manera continuada, estas especies podrian incluso llegar a desaparecer.
Sin embargo, hay especies en las que podemos hacer una distincion entre individuos, de manera
que algunos individuos son sensibles a bajas concentraciones del contaminante o bien a
exposiciones agudas, mientras que otros ejemplares van a resultar muy resistentes, tanto a
concentraciones mas altas como a exposiciones mas prolongadas en el tiempo (Nussbaum et al.,
1983; Leonard et al., 1993; Marco et al., 1999). Para ilustrar esto, podemos recurrir a un ejemplo
de la sensibilidad de dos especies de anfibios de Norteamérica a compuestos nitrogenados
(Marco et al., 1999). La rana moteada de Oregdn (Rana pretiosa), se encontraria en el primer
supuesto, es decir, posee una elevada sensibilidad, pero escasa variabilidad en esta entre los

distintos individuos, habiendo desaparecido de amplias zonas agricolas. Por el contrario, la
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salamandra noroccidental (Ambystoma gracile) experimentaria una gran variabilidad entre
individuos en cuanto a la sensibilidad a nitratos se refiere, siendo capaz de sobrevivir en zonas
con una actividad agricola intensiva (Nussbaum et al., 1983; Leonard et al., 1993). De igual modo,
se ha descubierto que las larvas de rana toro (Rana catesbeiana) son muy tolerantes al nitrito

(Huey y Beitinger, 1980 a, b).

1.8.1.3. Fases postmetamorficas
Los efectos de la contaminacidn acuatica sobre las fases postmetamdérficas de los anfibios siguen

siendo comparativamente poco estudiados, a pesar de la gran importancia que pueden llegar a
tener las etapas postmetamodrficas en la dinamica de las poblaciones de anfibios (Biek et al.,
2002; Marco and Ortiz-Santaliestra, 2009b). Aunque los anfibios pueden absorber téxicos a
través de su piel incluso después de la metamorfosis (Brihl et al., 2011), una vez en sus etapas
terrestres pueden evitar activamente las areas contaminadas, esquivando asi los efectos
negativos de los contaminantes (Rouse et al., 1999). Sin embargo, la exposicidn a contaminantes
durante las etapas larvarias acuaticas podria dafiar posteriormente las fases terrestres, como se
ha encontrado en algunos insectos bifasicos (Debecker et al., 2017). Como se ha mencionado
anteriormente, las tres formas de nitrogeno afectan de manera negativa al crecimiento, la
supervivenciay el desarrollo de embriones y larvas de anfibios (Jofre y Karasov, 1999; Schuytema
y Nebeker, 1999c; Griffis-Kyle, 2007). Los anfibios en fase terrestre pueden detectar y evitar
fertilizantes en su entorno (Hatch et al.,, 2001; Ortiz-Santaliestra et al., 2005). Esto es
especialmente relevante en especies que, durante sus etapas postmetamorficas, utilizan
habitats acuaticos o semiacuaticos como refugio de depredadores (Martin et al., 2006), forrajeo
(Docampo y Vega, 1990) y habitat de reproduccién (Egea-Serrano et al., 2005a,b). Diferentes
especies de anfibios evitan altas concentraciones de fertilizantes en su ambiente terrestre en el
laboratorio, segin estudios previos (Hatch et al., 2001; Marco et al., 2001; Ortiz-Santaliestra et
al., 2005), los cuales muestran también que la combinacidn de contaminantes puede producir
una respuesta multiplicativa en lugar de una aditiva (Brown y Spence, 2003). Marco et al. (2001)
sefialaron que los estadios postmetamarficos de los anfibios son vulnerables a los fertilizantes
debido a la absorcién de nitrogeno a través de la piel. Por el contrario, hay ranas capaces de
ocupar habitats contaminados, a pesar de las consecuencias perjudiciales que este
comportamiento de evitacion puede tener sobre la supervivencia o el éxito reproductivo
(Oldham et al., 1997; Hatchet al., 2001; Marco et al., 2001; Ortiz-Santaliestra et al., 2005; Egea-
Serrano, et al., 2008). Estos anfibios pueden diferir notablemente en su nivel de evitacion de la
exposicion a fertilizantes, loque viene indicado por la variacién significativa interindividual en la
evitacion de contaminantes, con valores de repetibilidad moderados (Hatch et al., 2001; Egea-

Serrano et al., 2008). Esto podria tener efectos importantes a escala poblacional, ya que la
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repetibilidad podria estar asociada a la heredabilidad, poniendo de esta manera un limite
superior a la heredabilidad, y por ende, al potencial para adaptarse a estos ambientes
contaminados (Falconer, 1989). Por otro lado, Hatch et al. (2001) explicaron el hecho de que los
juveniles de Bufo boreas no evitaranuna concentracién elevada de urea en el sustrato del suelo
por el estrés que los sapos podrian haber experimentado durante el estudio, lo cual pudo

dificultar la deteccion de dicha concentracion.

1.8.2. Locomocion
El desempefio locomotor de los animales potencia su eficacia bioldgica (Miles, 2004; O’Steen et

al, 2002). Esto es debido a que un mayor desempeiio locomotor propicia la optimizacion del uso
de refugios (Martin y Lopez, 2000), la huida de depredadores (McGee et al., 2009; Moore y
Biewener, 2015), la consecucion de presas (Budick y O’Malley, 2000; Higham, 2007), el control
del territorio (Peterson y Husak, 2006; Singleton y Garland, 2018), la dominancia social (Perry
et al., 2004) y la reproduccion (Husak et al., 2006). El desempefio locomotor puede ser
favorecido por la seleccion sexual (Husak y Fox, 2008), ya que los machos mas rapidos son
capaces de defender mejor a las hembras de otros machos (Husak, Fox y Van Den Bussche,
2008), lo que conlleva un mayor éxito reproductor (Husak et al., 2006). Finalmente, el
desempefio locomotor se relaciona positivamente con la supervivencia (Jayne y Bennett, 1990;
Husak, 2006).

Las alteraciones morfoldgicas provocadas por compuestos nitrogenados podrian
desencadenar un efecto negativo en la locomocion, debido al gran impacto de la morfologia en
el desempefio locomotor (Dayton et al., 2005; Arendt, 2010; Johnson et al., 2015). Esto se ha
comprobado en otros agroquimicos, como los plaguicidas imidacloprid (Sievers et al., 2018),
endosulfan (Dendel et al., 2013) y carbaril (Bridges, 1997), asi como el herbicida diuron (Moreira
et al., 2019), que perjudican la locomocién de varias especies de renacuajos. Efectos similares
se han descrito a causa de otros factores quimicos estresantes como el aluminio (Jung y Jagoe,
1995), el cobre (Sievers et al., 2018) e incluso los microplasticos (Araujo y Malafaia, 2020), los

cuales reducen la velocidad de los renacuajos (Feder, 1983).

1.8.3. Anomalias morfoldgicas
Por lo general, en la mayoria de las poblaciones de anfibios, la prevalencia de anomalias

morfoldgicas es menor del 5 % (Ouellet et al., 1997; Vandenlangenberg et al., 2003; Mester et
al., 2015). No obstante, se esta constatando un gran aumento, en todo el mundo, de anomalias
morfoldgicas en las poblaciones de anfibios (Lanoo 2008; Johnson y Bowerman 2010; Laurentino

et al., 2016). Entre estas anomalias, las mas comunes son las malformaciones en las
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extremidades, como fusiones y deformidades, y la presencia de extremidades adicionales y
falanges de las extremidades posteriores (Harris et al. 2008; Johnson y Bowerman 2010; Reeves
et al., 2013). Esto es algo muy importante, ya que la morfologia en anfibios estd estrechamente
relacionada con el rendimiento locomotor (Zamora-Camacho 2018; Zamora-Camacho y Aragén
2019a), razén por la que se encuentra bajo una fuerte seleccion (Watkins, 1996).
Probablemente, esta baja frecuencia refleja los efectos negativos de las anomalias en el
rendimiento de estos organismos, ya que se ha constatado que los anuros con extremidades
deformes presentan una locomocién deficiente (Zamora-Camacho y Aragén 2019b; c).

Las posibles causas de estas anomalias no estdn demasiado claras. Hay interacciones
bidticas que pueden producir este tipo de anomalias: por ejemplo, las infecciones parasitarias
(Johnson et al., 2003), a veces en sinergia con eventos de depredacién (Johnson et al., 2006).
Una alteracién en la temperatura (Worthington 1974), y/o un exceso de radiacién ultravioleta
(Pahkala et al., 2001) durante el desarrollo embrionario, también puede provocar anomalias
morfolégicas en los anfibios. En otras ocasiones, la contaminacidon del habitat ha sido
diagnosticada como desencadenante de alteraciones morfoldgicas andmalas en anfibios
(Alvarez et al., 1995; Taylor et al., 2005; D'Amen et al., 2008). Es por ello que el cambio global
podria estar relacionado con el aumento en las tasas de anormalidad de los anfibios (revisado
en Blaustein y Johnson, 2003). En este contexto, no faltan indicios de que la contaminacién por
agroquimicos podria incrementar las tasas de malformaciones morfolégicas (Sinawat et al.,

2003).

1.8.4. Respuesta inmune
Entre las causas fundamentales de la crisis global de los anfibios estdn las enfermedades

infecciosas emergentes (Daszak et al., 1999), especialmente las infecciones de parasitos
trematodos (Rohr et al., 2008), las infecciones virales generadas por Ranavirus (Robert, 2010),
o la quitridiomicosis causada por el patdgeno fungico Batrachochytrium dendrobatidis (Moss et
al., 2008; Gahl et al., 2012). Estos patdgenos estdn aumentando su prevalencia y rango de
distribucién (Reeder et al., 2012). De hecho, se prevé que las infecciones por Ranavirus y B.
dendrobatidis aumenten en frecuencia y se propaguen en el contexto del calentamiento global
(Seimon et al., 2007). Ademas, existe evidencia de que los humanos pueden actuar como
agentes de dispersion de B. dendrobatidis (Fisher et al., 2009) y Ranavirus (Bryan et al., 2009).
Por estas razones, estas y otras infecciones podrian representar una amenaza en general para
los anfibios, y en particular para los que habitan en agrosistemas, donde el ser humano podria
potenciar la dispersidon de estos patégenos, lo cual ya ha sido reportado para B. dendrobatidis

(Murray et al., 2009) y parasitos trematodos (Marcogliese y Pietrock, 2011).
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Un factor clave en la dinamica de las enfermedades infecciosas es la capacidad de los
hospedadores para generar respuestas inmunes eficientes (Carey et al., 1999; Kolby, 2018). Los
sistemas inmunoldgicos contra patdgenos y parasitos estan muy extendidos en el reino animal
(Rauw, 2012). En términos generales, consisten en una defensa de multiples capas,
progresivamente especificas, comenzando con barreras fisicas al ingreso de patégenos y
continuando con leucocitos que pueden provocar una respuesta innata genérica basada en la
fagocitosis, o una respuesta adaptativa especifica basada en anticuerpos (Mebs et al., 2016;
Yilmaz et al., 2017). Dado su papel contra los patdgenos, una respuesta inmune eficiente mejora
la supervivencia (Voron et al., 2014). Sin embargo, no estd exenta de costes (Schmid-Hempel,
2011), ya sea debido al consumo de energia (Groner et al., 2013; Savage et al., 2016) o de
metabolitos (Narayan, 2013) debido al aumento de la tasa metabdlica (Sherman and Stephens,
1998). También es fundamental el papel del estrés oxidativo (Szuroczki et al., 2016; Robinson et
al., 2021) como consecuencia del ataque oxidativo contra patdgenos (Rosenblum et al., 2012;
Rollins-Smith, 2020). Paraddjicamente, pueden darse problemas de salud debido a respuestas
inmunes demasiado fuertes (Allen and Wynn, 2011) o desviadas hacia componentes del propio
huésped (Bebo et al., 1998).

En determinadas circunstancias, los animales podrian tener dificultades para cubrir
estos costes. Por ejemplo, la fragmentacién del habitat (Berggren, 2009) y la contaminacién
(Ménard et al., 2010; Pilosof et al., 2014), comunes en los agrosistemas, pueden comprometer
la respuesta inmune de los animales (revisado en Martin et al., 2010). Ademas, se han detectado
efectos negativos de los agroquimicos sobre las respuestas inmunitarias de invertebrados
(Repetto y Baliga, 1996; Cristin et al., 2003) y vertebrados (Pigeon et al., 2013). En consecuencia,
la eficiencia del sistema inmunoldgico de ciertas especies se ve comprometida en los
agrosistemas (Toju et al., 2018). Aunque no hay evidencia de que la exposicién a agroquimicos
aumente significativamente la mortalidad por quitridiomicosis, si aumenta la carga de
patogenos, lo que podria facilitar su propagacion (Buck et al., 2015). Hasta el momento, se ha
detectado un efecto inmunodepresor de los plaguicidas sobre los anfibios (Gilbertson et al.,
2003; Hayes et al., 2010), asi como un recuento reducido de glébulos blancos (Davis y Durso,
2009; Attademo et al., 2011) y una respuesta inflamatoria retardada en anfibios de agrosistemas
(Zamora-Camacho, 2019). Por tanto, la respuesta inmune de los anfibios podria verse afectada

por agroquimicos como el amonio.

1.9. Objetivos generales

El principal objetivo que esta tesis pretende alcanzar es describir los posibles efectos de una

exposicidn cronica a concentraciones subletales de amonio (NH4*) durante la fase larvaria de
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Pelophylax perezi sobre:

-Objetivo 1: La supervivencia, morfologia y locomocién de las larvas (Capitulo 1).

-Objetivo 2: La aparicién de malformaciones morfoldgicas en los metamorficos (Capitulo 2).

-Objetivo 3: La supervivencia, morfologia y locomocidn de las fases postmetamorficas (Capitulo

3).

-Objetivo 4: La respuesta inmunitaria de los adultos (Capitulo 4).
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2. Métodos generales

2.1. Laespecie de estudio: Rana verde comun, Pelophylax perezi (Lopez Seoane,
1885) (adaptado de Garcia-Paris et al., 2004 y Egea-Serrano, 2014).

2.1.1. Descripcion morfoldgica
La especie objeto de este estudio es la rana comun, Pelophylax perezi (Figura 2.1). Esta rana se
caracteriza por tener una cabeza alargada, ser de tamafio mediano y tener un hocico
redondeado. Los ojos se encuentran préximos entre si y son de pupila horizontal (Seoane, 1885;
Salvador, 1974, 1985). Posee un timpano muy prominente (Garcia-Paris, 1985; Barbadillo, 1987)
y de color bronceado (Garcia-Paris, 1985; Bertolero et al., 2017). Presenta un pliegue glandular
dorsoventral en ambos flancos (Garcia-Paris, 1985; Barbadillo, 1987; Barbadillo et al. 1999). Los
cinco dedos de las extremidades posteriores estan unidos por membranas interdigitales
extensas. La piel es lisa, generalmente verde con manchas oscuras, aunque la coloracidn dorsal
es enormemente variable (Crochet et al., 1995; Salvador y Garcia Paris, 2001; Malkmus, 2004;
Garcia-Paris et al., 2004). Muchos ejemplares presentan una linea vertebral de color verde claro.
Las extremidades poseen un barreado oscuro, mientras que la coloracién ventral es blancuzca,
a veces jaspeada de negro (Rivera-Correa y Daza, 2016; Barbadillo, 1987; Barbadillo et al. 1999).
El dimorfismo sexual es muy pronunciado. Las hembras son mas grandes que los machos, si bien
los machos presentan extremidades delanteras mas fuertes y sacos vocales en ambas comisuras
de la boca, las cuales tienen apariencia de manchas grisaceas cuando no estan siendo utilizados
(Docampo y Milagrosa-Vega, 1988; Real y Antunez, 1991; Salvador y Garcia-Paris, 2001). Los
machos poseen callosidades negras en la cara interna del primer dedo y en la base durante el

periodo de celo (Garcia-Paris et al., 2004; Diaz-Paniagua et al., 2005).

Figura 2.1. — Ejemplar adulto de Pelophylax perezi.
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Las larvas (Figura 2.2) tienen una morfologia tipica de especies propias de charcas
(Duellman y Trueb, 1994). Suelen alcanzar tallas de 6 cm, aunque se pueden encontrar
individuos de tamafios mayores (Llorente et al., 1995). De hecho, estas larvas pueden crecer
mas si las condiciones en las que se encuentran son favorables (Diaz-Paniagua, 1988). El
espiraculo se abre en el costado izquierdo, mientras que en el ano se dispone en el lado derecho,
antes de la cola. Posee una cola cuya longitud duplica la del cuerpo (Salvador, 1985; Garcia-Paris,
1985, 1989). La cresta caudal nace en posicién atrasada, y estd menos desarrollada ventral que
dorsalmente, terminando en angulo agudo (Diaz-Paniagua, 1985; Llorente et al., 1995). El disco
oral aparece totalmente rodeado por papilas, con la excepcién de la regién superior, y los ojos
se encuentran préximos entre si y en posicion dorsal (Barbadillo et al., 1999; Salvador y Garcia-
Paris, 2001; Malkmus, 2004; Garcia-Paris et al., 2004). Son de color verdosas dorsalmente,
aunque la coloraciény el disefio pueden variar mucho de unos individuos a otros (Diaz-Paniagua,
1985; Garcia-Paris, 1989; Llorente et al., 1995). Algunos pueden tener manchas mas oscuras
(Diaz-Paniagua, 1985; Llorente et al., 1995). La coloracion de la parte ventral posee reflejos

metalicos o nacarados sobre una base blanquecina (Llorente et al., 1995).

Figura 2.2. — Larva de Pelophylax perezi.



2.1.2. Corologia

Esta especie es endémica del suroeste de Europa, donde se distribuye ampliamente por el sur
de Francia y la practica totalidad de la peninsula ibérica (Garcia-Paris, 1997; Llorente y Arano,
1997; Llorente et al., 2002; Figura 2.3). En las islas Baleares ha sido introducida y se encuentra
en Mallorca, Ibiza y Formentera (Barcelé i Combis, 1876; Boscda, 1883; Margalef, 1951; 1952;
Vidal, 1965; 1966; Corti et al., 1999; Figura 2.3). También ha sido introducida en Canarias, al
igual que en Madeira (Malkmus, 1997; Figura 2.3). La presencia de esta especie parece no
depender de la mayoria de las variables climaticas (Real et al., 2001a; b), siendo aparentemente

la altitud el Unico factor capaz de limitarla (Llorente y Arano, 1997; Llorente et al., 2002).
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Figura 2.3. — Distribucién mundial de la rana comun, Pelophylax perezi. Mapa adaptado de la aplicacion

web de la IUCN (https://www.iucnredlist.org).

2.1.3. Habitat
Es una especie eminentemente acuatica, utiliza el medio acudtico para la alimentacidn

(Docampo y Vega, 1990), la reproduccién (Egea-Serrano et al., 2005a,b) asi como refugio frente
a depredadores (Martin et al., 2006). No suele alejarse del agua mas allad de unos pocos metros
(Lizana et al. 1989), pero es capaz de dispersarse en tierra firme hasta cierto punto (Malkmus,

1982; Diaz-Paniagua y Rivas, 1987; Sdnchez-Montes y Martinez-Solano, 2011; Capella-Marzo et
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al., 2020). Puede hallarse en una amplia gama de medios dulciacuicolas (Malkmus, 1982;
Meijide et al., 1994; Lizana et al., 1995; Malkmus, 1997), tanto Idticos como |énticos, aunque
prefiere corrientes suaves (Gracia y Pleguezuelos, 1990; Pollo et al., 1998; Egea- Serrano et al.,
2005¢,d,e), y tanto temporales como permanentes, aunque con una marcada preferencia por
estos ultimos (Diaz-Paniagua, 1983; Richter-Boix et al., 2006, 2007a; c). Tambiénevita las aguas
frias, los arroyos de alta montaiia donde la pendiente es elevada, y los cursos deagua rodeados
de excesiva vegetacion (Malkmus, 1979, 1982, 1997). Aunque puede aparecer amas de 2000 m
de altitud (Fernandez-Cardenete et al., 2000), prefiere masas de agua de altitudbaja o media
(Malkmus, 1979; Morales et al., 2002). De hecho, Unicamente la altitud y la falta de cuerpos de
agua imponen limites a la distribucion de la especie (Llorente y Arano, 1997; Llorente et al.,
2002).

Por lo demas, los requerimientos ecoldgicos de esta rana son escasos (Llorente et al.,
2002), porlo que puede colonizar medios alterados (Sanchez y Rubio, 1996; Galan, 1997a), o
de reciente creacién (Malkmus, 1982), asi como areas urbanas de diversa indole (Garcia-Paris y
Martin, 1987a). Tolera diversos grados de salinidad en el agua, incluso medios salobres
(Margalef, 1951; 1952), asi como aguas notablemente eutrofizadas (Lacomba y Sancho, 1999;
Llorente et al., 2002; Merchan et al., 2002). Debido a lo tardio del periodo reproductor de este
anuro, las larvas habitan aguas con caracteristicas propias del verano mediterraneo en buena
parte de su extensidn geografica, lo que les permite tolerar menores concentraciones de

oxigeno que otrasespecies (Diaz-Paniagua, 1983; Diaz-Paniagua, 1988).

2.1.4. Demografia

Esta especie alcanza la madurez reproductora en un tiempo relativamente corto, lo que facilita
los estudios longitudinales que comprenden desde la fase larvaria hasta la adultez. En el norte
de la peninsula ibérica, la madurez sexual se alcanza con dos afios de edad, en el caso de los
machos, y con uno, en el caso de las hembras (Docampo y Milagrosa-Vega, 1991). En el suroeste
de su distribucidn, no obstante, los machos y las hembras maduran en su segundo aio, si bien
algunos machos lo pueden hacer en el primer afo y algunas hembras en el tercero. Los machos

viven hasta 4 aifos y las hembras hasta 6 (Esteban et al., 1996).

2.1.5. Reproduccion
Esta rana se reproduce de manera marcadamente mas tardia que la mayoria de los anfibios

ibéricos (Salvador y Carrascal, 1990; Diaz-Paniagua, 1992), ya que la maxima actividad
reproductora ocurre a finales de primavera y principios de verano (Diaz-Paniagua et al., 2005;

Richter-Boix et al., 2007b; d). Ademas, la reproduccidn de P. perezi se relaciona positivamente



con la temperatura ambiental (Richter-Boix et al., 2006). Para la reproduccidn, seleccionan
cuerpos de agua permanentes, que poseen agua a finales de primavera y verano (Diaz-Paniagua,
1983; Diaz-Paniagua, 1990). No obstante, de manera ocasional, también ha sido descrita su
reproduccion en medios temporales (Diaz-Paniagua, 1983; Diaz-Paniagua, 1990).

A lo largo de la estacién reproductora, las hembras desovan entre 1959-7160 huevos
(Gonzélez de la Vega, 1988) o aproximadamente una media de 2309 huevos (Hotz al., 1994). La
mayoria de hembras se reproducen reiteradas veces durante este periodo. La fase larvaria
normalmente dura dos meses, aunque en general su periodo larvario es variable (Diaz-Paniagua,

1986).

2.1.6. Ecologia trofica
Las fases postmetamorficas se alimentan de presas tanto terrestres como acudticas (Lizana et

al., 1986; Docampo y Milagrosa-Vega, 1990; Hédar et al., 1990). Empero, las terrestres
sonmayoritarias, mientras que la captura de presas acuaticas podria ser ocasional (Hodar
et al.,, 1990). Por orden de abundancia, las presas mas comunes que se encuentran en los
estémagos se corresponden con los érdenes Diptera, Coleoptera e Hymenoptera (Lizana et al.,
1986; Jover, 1989; Docampo, y Milagrosa-Vega, 1990; Hédar et al., 1990; Anastacio y Ferrand
d’Almeida, 1995; Diaz-Paniagua et al., 2005). En lo tocante al tamafo de sus presas, suele estar
comprendido entre 3 y 6 mm (Hddar et al., 1990).

Las larvas se alimentan principalmente de algas, fanerégamas y detritos, y muy
escasamente de carrofia (Doménech, 1999) e incluso animales (Rotifera, Arthropoda,
Nematoda) (Diaz-Paniagua, 1985). Los renacuajos se encuentran en momentos, finales de
primavera y verano, en la que los recursos son muy bajos, es por esto que su dieta posee niveles
muy bajos de diversidad (Diaz-Paniagua, 1985). Por esta razdn, las larvas se han clasificado como
las mas nadadoras de todas las especies existentes en el sur de la peninsula (Diaz-Paniagua,

1987).

2.1.7. Amenazas
Uno de los principales factores a los que se enfrenta como amenaza esta especie, es la

destruccién de su habitat (Llorente y Arano, 1997), debida a actividades humanas como el
monocultivo de eucaliptos (Malkmus, 2004), o la construccién (Galan, 1999). Otro factor
importante que amenaza a esta especie es la alteracidn del habitat. Aun asi, la gran plasticidad
ecoldgica de esta especie la hace capaz de explotar y colonizar zonas alteradas (Galan, 1997 a),

y masas de agua artificiales (Malkmus, 1987; Egea-Serrano et al., 2005 c,d,e; Ballester, 2003). La



contaminacidon de los medios acudticos desencadena numerosas amenazas. En individuos
que habitan cultivos de arroz se han detectado contaminantes organoclorados (Pastor et al.,
2004). Ademads, se han encontrado metales pesados en individuos de las marismas del
Guadalquivir (Rico et al.,, 1987). Esta especie, al menos en sus estadios larvarios, acumula
concentraciones de metales superiores a las concentraciones que otras muchas especies de
anfibios pueden acumular (Tejedo et al., 2000; Tejedo y Reques, 2003). Estos contaminantes
dafan dérganos como el higado, el corazén, la vesicula biliar, las branquias y la notocorda,
ademds de provocar malformaciones morfolégicas (Honrubia et al., 1993; Alvarez et al., 1995).
Aun asi, se hallan frecuentemente en habitats acuaticos con altos niveles de contaminacion por
fertilizantes nitrogenados (Egea-Serrano et al., 2008).

Por dltimo, la introduccién de especies exdticas, como peces (Gambusia hobrooki,
Carasius auratus) o crustaceos (Procambarus clarkii), en cuerpos de agua donde la especie
estaba presente ha llevado a la regresidn de diversas poblaciones en la peninsula ibérica (Galan,

1997b; Rodriguez et al., 2005).

2.1.8. Depredadores
Las distintas fases vitales de esta especie pueden ser presa de anfibios como el sapo de espuelas

(Pelobates cultripes), reptiles como la culebra viperina (Natrix maura) (Pleguezuelos y Moreno,
1989; Santos y Llorente, 1998; Santos et al., 2000), aves como la lechuza (Tyto alba), o la garcilla
bueyera (Bubulcus ibis) (Mateos y Lazaro, 1986; Rey et al., 1994), y mamiferos como la nutria
(Lutra lutra), el visdn americano (Neovison vison), o el meloncillo (Herpestes ichneumon).
Asimismo, el cangrejo de rio americano (P. clarkii) puede herir severamente a estas ranas
(Bermejo, 2006). Sus larvas son depredadas por anfibios como el gallipato (Pleurodeles waltl)
(Santos et al., 1986), reptiles como la culebra viperina (Natrix maura), el galapago leproso
(Mauremys leprosa) o el galdpago europeo (Emys orbicularis) y crustaceos (Cruz y Rebelo, 2005),
entre otros.

Frente a una amenaza inminente, los adultos saltan al agua para escapar de los
depredadores (Martin et al., 2005). Algunos individuos, cuando se encuentran acorralados,
pueden llevar a cabo una reaccién refleja que consiste en arquear la columna vertebral
(Martinez-Solano y Garcia-Paris, 2004; Diaz-Paniagua et al., 2005), o bien incrementan su
anchura trabando con sus dedos las patas posteriores, lo que las hace menos manejables
(Martinez-Solano y Garcia-Paris, 2004). Son capaces de vocalizar cuando son capturadas (Diaz-

Paniagua et al., 2005).
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2.1.9. Pardsitos
Se ha descrito parasitismo, en la peninsula ibérica, por parte de una especie de cestodo

(Vojtkova y Roca, 1996), 29 especies de trematodos (Roca et al., 1984; Lluch et al., 1985; Lluch
et al., 1986a,b, c, d; Navarro y Lluch, 1991; Vojtkova y Roca, 1994), 10 especies de nematodos
(Navarro et al., 1988; Navarro et al., 1989; Vojtkova y Roca, 1996), y 17 especies de protozoos
(Hassl y Hassl, 1988; Vojtkova y Roca, 1993). Estudios mas recientes amplian el nimero de

parasitos (Jiménez et al., 2001).

2.2. ¢PorquéP. perezi?
Como se ha visto, P. perezi es una especie generalista en la mayor parte de sus requerimientos
ecolégicos, ampliamente distribuida por la peninsula ibérica, y con una considerable tolerancia

a la contaminacion que le permite estar presente en habitats tanto pristinos como alterados.

Estas caracteristicas la convierten en la especie ideal para los objetivos de esta tesis.

Circulo verde: area de pinares.

Circulo rojo: drea de cultivos.

Figura 2.4.— Mapa ortogonal de la zona de estudio dentro de la peninsula ibérica, y de las areas

de muestreo dentro de la zona de estudio.
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2.3. Zona de estudio

El trabajo de campo se llevd a cabo en los Pinares de Cartaya y los agrosistemas circundantes
(SW Espana, 37°20’ N, 7°09’ W; Figura X). Los Pinares de Cartaya (Figura 2.5.a) son unos bosques
de pino pifionero (Pinus pinea) de unas 11000 hectareas de extensidn, con un sotobosque
dominado por jara pringosa (Cistus ladanifer), lentisco (Pistacia lentiscus) y romero (Rosmarinus
officinalis). Si bien el origen autéctono o antrépico de esta formacion en la zona es
controvertido, se sabe que es la comunidad vegetal dominante durante al menos los ultimos
4000 afios, por lo que se considera un paisaje natural (Martinez y Montero, 2004). Los
agrosistemas (Figura 2.5.b), a unos 6 km de distancia, consisten en un area tradicional de cultivo
extensivo de hortalizas que ha pasado a lo largo de las Ultimas décadas a plantaciones intensivas

de fresa, frambuesa y naranja, entre otros cultivos.
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Figura 2.5.a.

Figura 2.5.b.
Figura 2.5.— Habitat de Pelophylax perezi en el area de pinares (Figura 2.5.a) y de cultivos (Figura

2.5.b).

2.4. Manipulacion y mantenimiento
Para la obtencidn de larvas, se capturaron manualmente 10 adultos de cada sexo de cada
habitat. Las ranas se agruparon por separado de acuerdo con su habitat de procedencia en dos
recintos seminaturales al aire libre adyacentes. Cada recinto tenia 6x6 m de largo y 2 m de alto:

una pared de ladrillos de 1 m de altura desde el suelo, mas una malla de acero de 1 m de altura
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y 5 mm de luz. El techo se cubrié con el mismo tipo de malla. Por lo tanto, las ranas no podian
escapar de los recintos, ni los depredadores podian entrar en ellos. Ademds, cada recinto tenia
un estanque de 11 m? de superficie y 50 cm de profundidad, donde las ranas podian
reproducirse. Diariamente, se verificd la presencia de masas de huevos en los estanques, que
fueron transferidos al laboratorio dentro de las 12 h posteriores a la puesta. Después de la
oviposicion, las ranas adultas se liberaron en sus lugares de procedencia lo antes posible.

En el laboratorio, se recolectaron inmediatamente grupos aleatorios de 15 huevos de
cada una de estas masas de huevos. Cada grupo se alojé en una réplica, un acuario de plastico
(19x38x27 cm) que contenia 6 litros de agua de manantial sin tratar. En la mitad de los acuarios,
aleatoriamente seleccionados, se agregaron 178.87 mg de NH4Cl puro al 99.7%, de modo que la
concentracién de amonio fue de 10 mg NH4*/L. Una concentracion de 13.5 mg NH4*/L
desencadena una tasa de mortalidad de alrededor del 70% segun un experimento a medio plazo
con larvas de P. perezi de habitats naturales (Egea-Serrano, 2009). Por ende, se eligié una
concentracion ligeramente mds baja para desencadenar efectos subletales, evitando tasas de
mortalidad excesivas. Esta concentracién se encuentra dentro de rangos ambientalmente
relevantes (Egea-Serrano and Tejedo, 2014; Garriga et al.,, 2017). Los acuarios remanentes
conformaron el grupo control, que contenia agua de manantial sin tratar. Se guardaron estas
réplicas en estantes de laboratorio. El agua se reemplazé completamente dos veces por semana,
pero los tratamientos con o sin amonio se mantuvieron en las condiciones descritas. Cada vez,
se cambid aleatoriamente la posicién de todas las réplicas dentro de los estantes. Una ventana
dejaba entrar la luz natural, lo que permitio a los animales ajustar los ritmos circadianos. Todos

los renacuajos fueron alimentados ad libitum con espinacas hervidas.
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3. Resumen

3.1. Introduccion

El planeta Tierra esta sufriendo un rapido proceso de cambio global cuyas causas fundamentales
se encuentran en la explotacién humana del medio (IPCC, 2014; Sage, 2020). Se prevé un
aumento a gran escala en la magnitud de los principales motores de este cambio, a saber, el
consumo excesivo de alimentos, las emisiones de gases de efecto invernadero, las invasiones
biolégicas, los cambios en los usos delsuelo y la deposicién de contaminantes, especialmente
nitrégeno (Sala et al., 2000; Carlsson-Kanyama y Gonzalez, 2009). No obstante, no todos los
habitats son igualmente susceptibles a estas alteraciones, ya que las dreassometidas a mayor
presion antrépica son especialmente vulnerables (Geldmann et al., 2014). Tal es el caso de los
agrosistemas, donde todos los antedichos promotores del cambio global se encuentran
exacerbados (Banerjee et al., 2021).

Por otra parte, algunos taxones son mas propensos que otros a sufrir los efectos de los
estresores propios de los agrosistemas (Foden et al., 2008). Entre los vertebrados, la
conservacién de los anfibios representa una enorme preocupacion debido al declive global que
afecta a sus poblaciones (Collins y Crump, 2009), presumiblemente ligado a los fenémenos
anteriormente enumerados (Sodhi et al., 2008). En cuanto a la contaminacion, los anfibios son
especialmente vulnerables dada la permeabilidad de su piel (Slaby et al., 2019). Entre los
contaminantes con mayores efectos entre los anfibios, por sus propiedades fisicoquimicas y por
su amplia difusion en el medio, se encuentran los compuestos nitrogenados procedentes de los
fertilizantes (Marco y Ortiz-Santaliestra, 2009; Baker et al., 2013), y entre estos, el amonio
supone un problema de especial relevancia en agrosistemas, donde es uno de los compuestos
nitrogenados mas frecuentes (Olivares et al., 2013), incluso en masas de agua proximas, debido
a procesos de filtracion (Amano et al., 2016; Liu et al., 2021).

Es frecuente que el amonio, en comparacién con otros compuestos nitrogenados sea el
gue mayores efectos negativos presente sobre la supervivencia, el consumo de alimento o las
tasas de crecimiento de larvas de anfibio (Egea-Serrano et al., 2009; Ilha y Schiesari, 2014; Bellezi
et al.,, 2015; Garriga et al., 2017), pudiendo incluso alterar la morfologia y el desempefo
locomotor (Egea-Serrano et al., 2009; Egea-Serrano y Tejedo, 2014). Ademas, los compuestos
nitrogenados pueden también contarse entre las causas de ciertas anomalias morfoldgicas
desarrolladas a lo largo de la metamorfosis en anfibios (Xu y Oldham, 1997), razén por la cual se
ha comprobado que pueden ser mas frecuentes en los agrosistemas (Spolyarich et al., 2011). No
obstante, en otros grupos de animales bifdsicos se ha comprobado que los efectos de la

contaminacidn durante una fase larvaria acuatica pueden incluso alcanzar las fases adultas de



vida aérea, libres de dicha contaminacién (Debecker et al., 2017), lo que podria suceder también
en anfibios. Asimismo, se sabe que otros contaminantes pueden debilitar la respuesta
inmunolégica de los anfibios (Albert et al., 2007), caso que podria extenderse también a los

compuestos nitrogenados, y particularmente al amonio.

En cualquier caso, estos compuestos nitrogenados pueden entenderse como fuerzas
selectivas capaces de promover tolerancia en las poblaciones expuestas a ellos (Miaud y Meril3,
2001). De este modo, se ha detectado divergencia geografica en la tolerancia a compuestos
nitrogenados, incluso a nivel intraespecifico (Shinn et al., 2008), a menudo como una posible
consecuencia de presiones selectivas diferenciales impuestas por disparidades espaciales en el
grado de exposicién (Egea-Serrano et al., 2009; Karaoglu et al., 2010).En este contexto, esta
tesis busca explorar los efectos de una exposicién crdnica al amonio durante la fase larvaria de
un anfibio, la rana comun (Pelophylax perezi) sobre la supervivencia, el crecimiento, la
morfologia y la locomocién de las fases larvarias (Objetivo 1), sobre la aparicién de anomalias
morfoldgicas sobre los metamadrficos (Objetivo 2), sobre la supervivencia, el crecimiento, la
morfologia y la locomocidon de las fases postmetamorficas hasta la edad adulta (Objetivo 3) y
sobre la respuesta inmunitaria de los adultos (Objetivo 4). Se prevén efectos negativos de la
exposicién al amonio en todos los factores enumerados. No obstante, también se pretende
comparar dichos efectos entre individuos procedentes de habitat natural,un pinar, y de habitat
alterado por el hombre, un agrosistema. Se prevé que, si se ha producido tolerancia, dichos

efectos sean menores en los ejemplares provenientes de agrosistema.

3.2. Materiales y Métodos

Para contestar a dichas preguntas, en la primavera de 2018 se capturaron adultos de ambos
sexos de cada habitat, en el suroeste de la Peninsula Ibérica. Los ejemplares de cada habitat se
mantuvieron juntos en unas instalaciones donde pudieron reproducirse entre si. Durante la
época de reproduccidn, se comprobé la presencia de masas de huevos cada 12 horas. De cada
masa de huevo recolectada, se seleccionaron al azar 15, y cada grupo de 15 se mantuvo en una
réplica, es decir, un acuario de pldstico que contenia 6 litros de agua no tratada. La mitad de
estas réplicas, elegidas de forma aleatoria, constituyeron el grupo experimental, al agregarseles
cloruro de amonio (NH4CI). El resto de réplicas se mantuvo con agua sin tratar, y constituyeron
el grupo control. En total, hubo 15 réplicas de cada combinacion posible de habitat (pinar o
agrosistema) y tratamiento (experimental o control).

Para cumplir con el Objetivo 1, se hizo un seguimiento semanal de las tasas de eclosién
y de supervivencia en cada réplica, y a la quinta semana después de la eclosidn, se midié el

tamafio corporal y el desempefio locomotor de las larvas supervivientes.
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Para cumplir con el Objetivo 2, en el momento de la metamorfosis, se conté cuantos
metamodrficos procedentes de cada réplica mostraban anomalias morfoldgicas en sus
extremidades posteriores.

Para cumplir con el Objetivo 3, se midié el tamafo corporal, la longitud de las
extremidades posteriores, y el desempeiio locomotor de estos individuos como metamaorficos,
horas después del fin de la metamorfosis (junio-julio de 2018); como juveniles, el primer otofio
después de la metamorfosis (noviembre de 2018); como subadultos, la primera primavera

después de la metamorfosis (abril de 2019); y como adultos, el segundo invierno después de la

metamorfosis (enero de 2020). A partir del momento de la metamorfosis, estos individuos no
estuvieron sometidos a contaminacion en ningln caso.

Para cumplir con el objetivo 4, se sometié a los adultos al test de la fitohemoaglutinina
(PHA). Esta sustancia es una proteina inocua que causa una inflamacién a nivel local cuya
magnitud es directamente proporcional a la intensidad de la respuesta inmune celular (Clulow
et al., 2015; Josserand et al., 2015).

En todos los casos, se comprobaron los efectos del habitat, el tratamiento, el sexo (solo
en los test realizados en individuos adultos, ya que los ejemplares en fases anteriores no se

pudieron sexar) y sus interacciones.

3.2.1. Objetivo 1: Supervivencia, morfologia y locomocion de las larvas (Capitulo 1).

El amonio no afectd al éxito de eclosidn en ningln caso. Sin embargo, la supervivencia temprana
de los renacuajos se redujo drasticamente en los ejemplares criados con amonio después de la
primera semana desde la eclosién, independientemente del habitat de origen. Esta reduccién
en la supervivencia solo se produjo durante los primeros dias de la vida de estos renacuajos, tras
lo cual las tasas de supervivencia se mantuvieron estables. Por su parte, Egea-Serrano et al.
(2009) detectaron que una concentracién de amonio de 13,5 mg/l, levemente superior a la
usada en este proyecto, también aumenta las tasas de mortalidad de larvas de P. perezi en
estadios posteriores, aunque la supervivencia en ese caso fue mayor en individuos de origen
contaminado que en los de habitats naturales.

Esta disparidad en la supervivencia provocé claras diferencias en la densidad entre los
tratamientos, siendo las réplicas de control mas densamente pobladas que las experimentales.
Por lo tanto, una reduccidn en la densidad pudo haber funcionado como un efecto indirecto del
amonio que, a su vez, tuvo efectos directos sobre el crecimiento, la morfologia y el desarrollo
de los renacuajos. Especificamente, el aumento de la densidad dio lugar a una reduccién del
tamafio del cuerpo, incluida la longitud hocico-cloaca (en adelante ‘LHC’), la longitud y la altura

de la cola, asi como la masa corporal, medidas cinco semanas después de la eclosién. Estos
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resultados corroboran en su gran medida los resultados de trabajos previos que encontraron un
crecimiento mds lento a densidades mas altas de larvas de Scaphiopus holbrooki (Semlitsch y
Caldwell, 1982), Litoria spenceri (Gillespie, 2002) y Litoria aurea (Browne et al., 2003),
probablemente impulsados por la competencia por los recursos (Alford, 1999). Finalmente, la
densidad tuvo una relacidn negativa con la etapa de Gosner en la que los ejemplares se
encontraban cinco semanas después de la eclosidn, lo que coincide con hallazgos anteriores que
apuntan a que el desarrollo es mas rapido a densidades mas baja en larvas de diversas especies
de anuros (Semlitsch y Caldwell, 1982; Gillespie, 2002; Browne et al., 2003).

Pero incluso teniendo en cuenta estas consecuencias de la densidad, el amonio infligié
efectos directos sobre algunos (pero no todos) de los rasgos de la morfologia y el desarrollo de
los renacuajos. Concretamente, los renacuajos criados con amonio alcanzaron mayores valores
de LHC. Por el contrario, el hecho de que el indice de masa corporal (Scaled Mass Index, en
adelante ‘SMI’ por sus siglas en inglés; Peig y Green, 2009) no difiriera entre tratamientos sugiere
qgue estas diferencias morfoldgicas fueron simplemente alométricas, pero no afectaron a la
capacidad de los renacuajos de almacenar recursos. De manera similar, las exposiciones crénicas
al nitrato de amonio produjeron renacuajos de Lithobates clamitans mas grandes (Smith et al.,
2013). Estos resultados estan en marcado contraste con estudios previos sobre renacuajos de P.
perezi donde la masa corporal se redujo después de una exposicién de 21 dias a concentraciones
mas altas de amonio (13,5 mg/l) en comparacidon con concentraciones mas bajas (1,35mg/l)
(Egea-Serrano et al., 2009). Asimismo, las larvas de sapos Alytes obstetricans sometidas a
exposicion aguda al amonio experimentaron una tasa de crecimiento mas lenta (Garriga et al.,
2017). A la luz de estos hallazgos, el hecho de que la exposicidn al amonio sea aguda o crénica
podria interactuar de manera diferente con la densidad y, por lo tanto, ejercer consecuencias
opuestas sobre el tamafio del cuerpo del renacuajo.

A la quinta semana tras la eclosidn, los renacuajos en el tratamiento con amonio
estuvieron en una etapa de Gosner mas avanzada, lo que es indicativo de un desarrollo mas
rapido. Este hallazgo coincide con estudios previos donde el tiempo de desarrollo fue mas corto
en renacuajos de Bufo bufo expuestos a nitrato de amonio (Xu y Oldham, 1997). El desarrollo
acelerado en condiciones estresantes podria ser beneficioso, ya que permite a los renacuajos
evitar antes la masa de agua en cuestidn. De hecho, otros factores estresantes como la privacion
de alimento (Doughty y Roberts, 2003), la desecacién del medio acudtico (Lent y Babbitt, 2020)
o las infecciones (Warne et al., 2011) también pueden desencadenar un desarrollo mas rapido.

Sin embargo, ninguno de estos efectos del amonio interactué con el habitat, lo que no
apoya la hipétesis de que los renacuajos del agrosistema serian mds resistentes a este factor

estresante. Esta hipotesis, no obstante, si fue apoyada con respecto a la velocidad de natacién,
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gue se vio afectada negativamente por el amonio solo en los renacuajos de los pinares. Varios
estudios sobre renacuajos de anuros han demostrado que los nadadores mas rapidos tienen
mayores posibilidades de sobrevivir a los intentos de depredacién (Teplitsky et al., 2005; Arendt,
2009). De hecho, la presién de depredacion podria representar una fuerza de seleccion mas
fuerte que los efectos morfolégicos del amonio antes mencionados, llegando incluso a
desempefiar un papel en la configuracidon de estas diferencias de habitat en el efecto del amonio
sobre la velocidad de natacidon. En los agrosistemas, ligados a la contaminacidn por amonio, los
depredadores podrian eliminar aquellos renacuajos cuya velocidad de natacién se reduce
después de la exposicidon a dicha sustancia, seleccionando asi renacuajos cuyo desempefio
locomotor es resistente al amonio. Tal efecto es improbable en los pinares, donde la exposicidn
al amonio no es frecuente. En marcado contraste con nuestros resultados, Egea-Serrano y
Tejedo (2014) no detectaron ningun efecto de una exposicion aguda al amonio sobre el
rendimiento denado de los renacuajos de P. perezi de habitats contaminados o pristinos. Sin
embargo, otros agroquimicos (Sievers et al., 2018; Moreira et al., 2019), e incluso otros
estresores quimicos no relacionados con la agricultura (Sievers et al., 2018; Araljo y Malafaia,
2020), si que perjudican la locomocidn de renacuajos de otras especies.

Finalmente, encontramos que la velocidad de natacidon aumentaba con la LHC y la masa
corporal, lo que confirma que los renacuajos con mayores tamafios corporales nadan mas rapido
(Wilson y Franklin, 2000; Johnson et al., 2015). Sin embargo, detectamos un efecto negativo del
SMI en la velocidad de natacion, lo que indica que los individuos proporcionalmente mas
masivos eran nadadores mas deficientes, una consecuencia probable de la carga que el exceso
de masa corporal representa cominmente para el rendimiento locomotor en otros taxones
(Zamora-Camacho et al., 2014) o incluso en las etapas post-metamorficas de esta especie de
estudio (Moreno-Rueda et al., 2020). Ademds, la longitud de la cola tuvo un efecto positivo en
la velocidad de nado. Se sabe que las colas mas largas facilitan una mayor velocidad de nado en
otras especies de renacuajos (Arendt, 2010; Johnson et al., 2015). Por otro lado, no detectamos
ningun efecto de la altura de la cola en la velocidad de natacidn, al igual que sucedio en estudios
previos con renacuajos de Hyla versicolor (Van Buskirk y McCollum, 2000), pero al contrario que
en otras larvas de anuro donde la altura de la cola si mejora el rendimiento locomotor (Dayton

et al., 2005; Arendt, 2010).

3.2.2. Objetivo 2: Aparicion de malformaciones morfoldgicas en los metamorficos
(Capitulo 2).

No se encontré evidencia de que las anomalias fueran mas frecuentes en los ejemplares
sometidos a amonio. Por tanto, al menos a la concentracion usada, la exposicién crdonica al

amonio durante el estadio larvario no aumenté la prevalencia de dichas malformaciones. Sin
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embargo, una exposicidén subcrdnica a concentraciones incluso mas bajas de estos compuestos
reduce la supervivencia (Egea-Serrano et al., 2009) y afecta al comportamiento de larvas de
Pelophylax perezi (Egea-Serrano et al., 2011) estudiadas en otros trabajos. Por otra parte, la
prevalencia de anomalias en las extremidades de Bufo bufo fue mayor tras una exposicidon aguda
a una concentracion de 100 mg/| de nitrato de amonio durante el estadio larvario que tras una
exposicion subcrdnica a concentraciones de 50 y 100 mg/I de nitrato de amonio (Xu y Oldham,
1997). Estos resultados podrian ser consecuencia de la gran mortalidad que sufrieron las larvas
expuestas a los tratamientos subcrdnicos (Xu y Oldham, 1997), lo cual puede enmascarar su
potencial para causar anomalias si los futuros portadores mueren. La exposicidn crénica a otros
contaminantes, como el mercurio en Rana sphenocephala (Unrine et al., 2004) y el niquel,
cobalto o cadmio crénicos en Xenopus laevis (Plowman et al., 1994), causan malformaciones en
metamorficos. También, exposiciones subcrénicas a carbamato y organofosfatos pesticidas
causan malformaciones en P. perezi (Alvarez et al., 1995).

Segun estudios anteriores, los individuos juveniles de P. perezi de agrosistemas son mas
pequefios y muestran mayor asimetria fluctuante en las extremidades posteriores que sus
conspecificos de habitat naturales (Burghelea et al., 2013). Sin embargo, nuestros resultados
tampoco denotan efecto alguno del habitat en la prevalencia de anomalias en las extremidades
posteriores de esta especie. En esta misma linea, la prevalencia de este tipo de anomalias no
fue mayor en ejemplares de Rana temporaria de agrosistemas que de habitats naturales (Piha
et al., 2006). Sin embargo, estos hallazgos contrastan con otros que detectaron un aumento de
dicha prevalencia en agrosistemas en varios anuros (Kiesecker, 2002; Guerra y Ardoz, 2016). Por
tanto, nuestros resultados no apoyaron la hipétesis de que las ranas de agrosistemas podrian

haber desarrollado resistencia al amonio.

3.2.3. Objetivo 3: Supervivencia, morfologia y locomocidn de las fases

postmetamorficas(Capitulo 3).
No se hallaron evidencias de supervivencia diferencial a lo largo de estas fases para cada uno de

los grupos estudiados. No obstante, si se encontraron efectos de la exposicidn crénica al amonio
durante la fase larvaria sobre otros parametros de las fases postmetamarficas, que variaron
segun el habitat de procedencia de los padres. Sorprendentemente, la forma en que estos
efectos de la exposicidn al amonio interactuaron con el habitat no fue consistente a lo largo del
desarrollo post-metamarfico. La morfologia de los metamoérficos, en primer lugar, no parecié
verse afectada por el tratamiento, pero si por el habitat: los metamarficos de agrosistemas
tenian mayor LHC, longitud de las patas traseras, masa corporal y SMI que los de pinares. Esto
no coincide con los hallazgos previamente descritos para las fases larvarias, donde la exposicién

crénica al amonio indujo un mayor tamano corporal. Sin embargo, en juveniles, subadultos y
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adultos, la LHC y la masa corporal se redujeron en los individuos experimentales del agrosistema
lo que revierte las tendencias observadas en las larvas. La masa corporal fue mayor en los
individuos experimentales solo en el caso de los juveniles de los pinares. A su vez, el SMI solo se
vio afectado por el habitat de procedencia en los juveniles, aunque a diferencia de los
metamorficos, fue mayor en los individuos de pinares que en los de agrosistema. No obstante,
el tratamiento afectd al SMI en subadultos: no solo fue mayor en los individuos del agrosistema,
sino también en los expuestos al amonio durante sus estadios larvarios. Los adultos del grupo
experimental también presentaron un mayor SMI. La longitud de las patas traseras fue mayor
en los juveniles experimentales del agrosistema y en los juveniles control del pinar, pero estas
diferencias desaparecieron en los subadultos y se invirtieron en los adultos.

Los patrones de tamafio en el momento de la metamorfosis no fueron consistentes con
los encontrados en etapas previas y posteriores, lo que podria ser consecuencia de un
crecimiento compensatorio. Con bases endocrinas complejas que aun no se han dilucidado, el
crecimiento compensatorio permite a los individuos cuyo desarrollo se ve afectado por
condiciones extrinsecas adversas igualar o incluso superar el tamafio corporal de sus congéneres
gue crecen en circunstancias prosperas (Mangel y Munch, 2005; Johnsson y Bohlin, 2005). En
los anuros, la compensacién de las diferencias en el tamafio corporal provocadas por
condiciones estresantes, como la privacidon de alimentos o el estrés osmético, puede ocurrir
antes de la metamorfosis (Capellan y Nicieza, 2007; Orizaola et al., 2010). Tal podria ser el caso
en el sistema aqui descrito: 5 semanas después de la eclosion, las larvas expuestas al amonio
fueron mas grandes que las criadas en ausencia de este. Sin embargo, estas diferencias
desaparecieron en el momento de la metamorfosis y se invirtieron en las etapas adultas.
Mientras que, en algunos casos, los anuros metamorfoseados con mayor tamafio corporal
mantienen esta ventaja posteriormente (Earl y Whiteman, 2015), en otros, el tamafo en la
metamorfosis no predice el de las etapas postmetamarficas (Beck y Congdon, 1999). De hecho,
también se ha descrito el crecimiento compensatorio después de la metamorfosis: algunos
anuros que ven reducido el tamafio de su cuerpo en la metamorfosis en determinadas
circunstancias, como una mayor densidad o exposicién a pesticidas durante la etapa larvaria,
pueden compensar este defecto con un mayor crecimiento posterior (Boone, 2005). Aunque los
renacuajos de P. perezi parecian sobrecompensar el crecimiento a pesar de la contaminacién
por amonio y, segun nuestros resultados, originan metamdérficos de tamaiio equivalente al
grupo de control, no logran mantener el ritmo de crecimiento post-metamérfico de los
individuos de control. Estos resultados sugieren que el crecimiento compensatorio de las larvas
expuestas al amonio podria estar sujeto a costes retardados, similares a los detectados en forma

de reduccion del tamafio corporal, almacenamiento de grasa o masa muscular mucho después
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de la restriccién de alimento en los salmones (Morgan y Metcalfe, 2001), o después del estrés
por calor (Sniegula et al., 2017) y la exposicidn a pesticidas en odonatos (Janssens et al., 2014).
Otra explicacion no excluyente de estas disparidades en los efectos morfoldgicos del
habitat y el tratamiento entre las etapas estudiadas podria estar relacionado con el sexo. Se
detectaron diferencias sexuales en el tamafio corporal en adultos. No obstante, no podemos
descartar que ya pudieran existir diferencias sexuales en las fases postmetamarficas previas,
aunque estas no pudieran ser sexadas ni, por ende, controladas. Una vez que se pudo
controlarel sexo, desaparecieron algunos resultados inesperados, como el efecto negativo del
amonio sobre la LHC y la masa corporal en los individuos de agrosistema, pero no en las ranas
sexualmente inmaduras de los pinares. De hecho, la LHC y la masa corporal de las ranas
adultasse vieron afectados negativamente por el amonio, lo que coincide con la prediccién de
gue la contaminacion durante la etapa larvaria afectaria el crecimiento posterior. Sin embargo,
el SMIfue mayor en los adultos experimentales que en los controles. Por lo tanto, la exposicién
de las larvas al amonio redujo el tamafio corporal de los adultos, al tiempo que aumenté la
condicién corporal. Las posibles consecuencias de estos efectos combinados son poco claras. El
tamafio corporal (Green, 2015) y la condicién corporal (Gastén y Vaira, 2020) suelen estar
correlacionados positivamente con el éxito reproductivo en los anuros. Sin embargo, dado que
ni la masa corporal ni el SMI de las ranas adultas difirieron entre los habitats, estos efectos
opuestos del amonio sobre el tamafio corporal y el SMI, y los supuestos efectos positivos que
ambos podrian tener en la reproduccion, cualquier posible explicacién debe tomarse con

cautela.

No menos intrincadas fueron las interacciones entre el habitat y el tratamiento con
respecto a la distancia de salto a lo largo de las etapas de vida postmetamdérficas. Los
metamorficos mantuvieron la tendencia observada en las larvas, por lo que solo los individuos
de pinar vieron reducido su rendimiento locomotor. Este hallazgo apoya la hipdtesis de que este
rasgo es resistente a la contaminacidn por amonio en los metamorfismos de los agrosistemas.
Sin embargo, esta tendencia se invirtié en las sucesivas etapas focales, en las que el amonio tuvo
efectos negativos solo en las ranas de agrosistema. Este efecto se mantuvo incluso después de
controlar el sexo en los adultos, aunque las hembras tuvieron mayor desempefio locomotor que
los machos. Por lo tanto, podria decirse que el crecimiento no es el Unico rasgo susceptible de
compensacién, ya que también podria serlo el rendimiento locomotor, a la luz de estos
resultados. Sin embargo, el hecho contraintuitivo de que las ranas del agrosistema fueron las
Unicas que sufrieron una disminucidn en la distancia de salto a causa del amonio también
puede sugerir costes retrasados de su inversidon temprana en crecimiento y/o locomocion

como larvas. Hasta donde sabemos, este es el primer caso documentado en el que el
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crecimiento compensatorio y/o la locomocién en etapas tempranas de la vida produce costes
posteriores en el rendimientolocomotor.

Por ultimo, los correlatos morfoldgicos del rendimiento locomotor detectados a lo largo
de las etapas focales corroboran en gran medida hallazgos previos sobre este (Moreno-Rueda
et al., 2020) y otros anuros saltadores antes (Zamora-Camacho y Aragdén, 2019) y después de
alcanzar la madurez sexual (Brady et al., 2019). Es de destacar que, a pesar de las fuertes
correlaciones encontradas, el rendimiento locomotor aparecié hasta cierto punto desacoplado
de la morfologia, o al menos determinado por otros pardmetros no medidos, de modo que las
tendencias de la distancia de salto a través de habitats y tratamientos no siguen los mismos

patrones de los rasgos morfoldgicos en cuestion.

3.2.4. Objetivo 4: Respuesta inmunitaria de los adultos (Capitulo 4).
Los resultados confirmaron que la exposicidon al amonio durante la etapa larvaria de esta rana

incurre en costos en la capacidad de los adultos de mostrar una respuesta inmune inflamatoria
a la PHA. Esta idea estd alineada con hallazgos previos de que la exposicién al nitrato puede
afectar la funcién inmunoldgica a través de una disminucion en el recuento de glébulos blancos
de renacuajos y ranas (Dappen, 1983). Hasta donde sabemos, nuestros resultados prueban por
primera vez que la exposicidon a un agroquimico en general, y a un fertilizante en particular,
durante la etapa larvaria de un anfibio puede afectar a la funcién inmunolégica de las etapas
adultas, y probablemente su resistencia a patdégenos y parasitos, incluso a pesar de la liberacion
de contaminantes tras la metamorfosis.

Sin embargo, ese efecto solo se detectd en los machos, mientras que la respuesta
inflamatoria de las hembras permanecid inalterada por la exposicién al amonio durante sus
etapas larvarias. Este resultado estd alineado con la hipdtesis de la desventaja de la
inmunocompetencia, que postula que la testosterona desvia la energia hacia rasgos que
mejoran la reproduccidn, a costa de la funciéon inmunoldgica, lo que hace que los individuos con
mas testosterona (supuestamente los machos) sean mas vulnerables a los patdégenos y parasitos
(Folstad y Karter, 1992). Esta hipdtesis esta respaldada por el hecho de que la respuesta
inflamatoria de los machos adultos a la PHA es susceptible a los efectos de la exposicidn
temprana al amonio, mientras que la de las hembras no lo es. En este sentido, un estudio de
McCoy et al. (2008), que incluyé machos y hembras de Rhinella marina, también detecto
anomalias morfoldgicas en las gdnadas de los machos de agrosistema, pero no en las de las
hembras. Estos machos también padecian una expresién deficiente de hormonas y rasgos

sexuales secundarios en comparacion con sus congéneres de habitat pristino (McCoy et al.,
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2008).

Los efectos descritos fueron comparables en individuos de ambos habitats, lo que no
apoya la hipdtesis de que la respuesta inflamatoria de las ranas del agrosistema podria haber
desarrollado resistencia al amonio. Segun los resultados de esta tesis, en el caso de P. perezi, la
mortalidad y la morfologia de larvas de agrosistemas y la morfologia de post-metamorficos
de agrosistema expuestos cronicamente al amonio hasta la metamorfosis no muestran
evidencia de tolerancia, mientras que la locomocién de larvas y metamdrficos (pero no de

etapas de vidasubsiguientes) si lo hace.
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Abstract

Several constituents of the current global change are usually deemed accountable for the worldwide
declines of amphibian populations. Among these, water contamination poses a major threat,
especially to larval stages, which are unable to escape a polluted water body. This problem is
remarkable in agrosystems, one of the main sources of water pollution and whose area is forecasted
to increase in the forthcoming decades. However, pollutants represent a selective pressure that may
result in tolerance in affected areas. In this work, we tested whether chronic exposure to a sublethal
concentration of ammonium (10 mg/L), one of the most frequent agrochemicals, affects differently
hatching success, survivorship, morphology and swimming performance of Pelophylax perezi tadpoles
from agrosystem and pine grove habitats. Ammonium diminished survivorship at the earliest stages
after hatching. Thus, lower density was a by-product of exposure to ammonium. Higher density slowed
down development, reduced snout-vent length, and had a sharper negative effect on body mass and
tail length and depth of ammonium treated individuals with respect to the control. In turn, ammonium
accelerated development and increased body mass, SVL, and tail length and depth. These effects did
not depend on provenance habitat. However, only pine grove tadpoles’ swimming speed was
negatively affected by ammonium, which supports the hypothesis that agrosystem tadpoles are more
tolerant to ammonium. Finally, corroborating previous findings, tadpoles with larger bodies and tails
were faster swimmers, whereas proportionally more massive individuals were slower, and tail depth

was unrelated to swimming speed.
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Abstract

Despite their detrimental effects on locomotion, prevalence of hindlimb abnormalities is increasing in
anuran populations worldwide. Among others, agrochemical pollution during the larval stage is a
potential cause. However, populations exposed to such a strong selective pressure could evolve
resistance. In this work, we examine the potential effects of chronic exposure to ammonium during the
pre-metamorphic stages of Pelophylax perezi frogs on metamorph hindlimb abnormality prevalence, as
compared with unpolluted-water-reared conspecifics. We conducted the experiment on tadpoles either
from natural-habitat or from agrosystem parents. We detected no effect of chronic exposure to
ammonium on hindlimb abnormality prevalence in frogs from either habitat, which suggests that the

lack of effect detected is not related to resistance evolved in agrosystem frogs.
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Abstract

Water contamination poses an important challenge to aquatic fauna, including well-documented effects
on amphibian larvae. However, little is known about how contamination during the larval stages may
affect post-metamorphic phases, or whether resistance may have evolved in some populations. In this
work, we tested the hypothesis that chronic exposure to ammonium (a common contaminant in
agroecosystems with confirmed effects on anuran tadpoles) during the larval stage of Pelophylax perezi
frogs would affect growth and locomotor performance of metamorph, juvenile, subadult and adult stages.
We also predicted that the effects of ammonium would be milder in offspring originated from parental
agroecosystem frogs than those originating from forests. We compared tadpoles from both habitats
either reared in untreated water or chronically exposed to ammonium. We found that exposure to
ammonium during the larval stage inflicted effects on morphology (different measures of body size) and
swimming speed after metamorphosis until adulthood. However, these effects were not always
consistent through post-metamorphic stages and the effects differed as a function of treatment and
habitat. In adults, body size and condition were greater in non-ammonium and ammonium exposed
individuals, respectively. These differences were not detectable in metamorphs, for which only
ammonium-exposed individuals from agroecosystem showed reduced body size in intermediate post-
metamorphic stages. In turn, treatment reduced jumping distance only in agroecosystem adults,
subadults and juveniles, which was opposite to the trend observed just after metamorphosis. These
changes of patterns throughout the ontogeny of P. perezi could be due to processes such as
compensatory growth, to delayed energy costs derived from it, or to early sexual differences that could
be present even before they can be accounted for. In summary, this study suggests that exposure to

ammonium during larval stages can result in diverse biological and long-term outcomes in later life stages.
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Abstract

Among others, the global change involves a worldwide increase in cropland area, with the concomitant
rise in nitrogenous fertilizer supplementation and species range alterations, including parasites and
pathogens. As most animals rely on their immune systems against these infectious agents, studying
the potential effects of nitrogenous compounds on animal immune response is vital to understand
their susceptibility to infections under these altered circumstances. Being subjected to an alarming
process of global declines, amphibians are the object of particular attention, given their sensitivity to
these compounds, especially to ammonium. Moreover, whereas adults can actively avoid polluted
patches, larvae are confined within their waterbodies, thus exposed to contaminants in it. In this work,
we test whether chronic exposure to a sublethal dose of ammonium during the larval stage of
Pelophylax perezi frogs, released from all contamination after metamorphosis, leads to impaired
inflammatory response to phytohemagglutinin in adults. We also test whether such a response differs
between agrosystem individuals as compared with conspecifics from natural habitats. We found
negative carryover effects of chronic exposure of larvae to ammonium on adult inflammatory
response, which could imply a greater susceptibility to pathogens and parasites. However, this damage
is only true for males, which, according to the immunocompetence handicap hypothesis, could be a
consequence of a testosterone-triggered impairment of male immune function. In disagreement with
our prediction, however, we detected no differences in the inflammatory response of agrosystem

frogs to phytohemagglutinin as compared with natural habitat conspecifics.
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5. General Discussion

Approximately, 12% of the land surface on planet Earth is covered by agrosystems, whose
tendency to expand is far from being forecast to decelerate (Foley et al., 2011; Laso Bayas et al.,
2017). Quite the opposite, feeding the growing human population will require an increasingly
extensive and intensive agricultural activity (Tilman et al., 2001; Dobrovolski et al., 2011). This
will pose a considerable challenge to global biodiversity. Agrosystems are known to contribute
to multifarious facets of the global change, starting with the shift in land use they entail as a
concomitant trait of their very essence (Hanacek and Rodriguez-Labajos, 2018). Moreover, not
few of the species cultivated are alien, trait that can in turn favor the establishment of
allochthonous plagues and the arousal of novel and unbalanced ecological interactions (Sujay
et al.,, 2010; Marrero et al., 2017). Plus, agrosystems represent a remarkable source of
greenhouse effect gases (Banerjee et al.,, 2021) as well as pollutants such as microplastics
(Okeke et al., 2022), heavy metals (Shi et al., 2018), biocides of different types (Pérez et al.,
2021), and fertilizers (Wang et al., 2018). Among the latter, nitrogenous compounds are of the
essence to the success of most crops (Ichihashi et al., 2020). However, nitrogenous compounds
tend to vanish from soils due to volatilization or leaching into deep ground layers or water
bodies (Mahmud et al., 2021). Therefore, repeated pulses of nitrogen input are the norm in
agrosystems, with the subsequent degradation of the area in question and those in its vicinity
(Man et al.,, 2021). In this context, understanding the ecological processes resulting from
exposure to agricultural stressors in general, and of nitrogenous compounds in particular, is of
the utmost importance for the preservation of the yet rich biodiversity that these habitats
harbor (Duran et al., 2014; Wang, 2020).

This thesis fills substantial knowledge gaps regarding various short- and long-term
consequences of chronic exposure to ammonium during the larval stage of an amphibian on its
survival, morphology, locomotor performance and immune response. The elected focal species
was the lberian green frog, Pelophylax perezi, whose ecological requirements are low enough
for it to be present in pristine but also in polluted environments (Egea-Serrano, 2014). This key
characteristic was fundamental to compare the effects of a chronic exposure to ammonium
during the larval stage between pine grove and agrosystem individuals. This approach tested the
hypothesis that agrosystem frogs, allegedly exposed to agrochemicals in their habitat, could
have evolved tolerance to this pollutant, as only those individuals with the ability to overcome
their effects could thrive in such a habitat. According to this prediction, agrosystem frogs should
be less affected by ammonium than their pine grove counterparts. However, little support was

found to this hypothesis. For starters, the first effect of ammonium observed was a dramatic
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reduction in survival shortly after hatching, which was comparable in larvae from both habitats.
This differential mortality triggered the appearance of reduced density during the larval stage
as a side effect of ammonium. Developmental rate and body size were negatively correlated
with density, which can be interpreted as indirect effects of ammonium contamination. Those
negative effects of density, from which ammonium-exposed larvae were released, could be
attributed to exacerbated competition (Amundsen et al., 2007). However, given that all larvae
were fed ad-libitum, the mechanistic process by which density affected growth and
development are not dilucidated. It cannot be discarded that some individuals could corner the
resources, which could be more likely to happen as the number of individuals increased. Also,
greater densities could boost stress (lguchi et al., 2003).

Nonetheless, tolerance to ammonium in agrosystem frogs was supported in the case of
locomotor performance of larvae: pine grove larvae subjected to ammonium pollution were
slower swimmers than those in the experimental group, whereas agrosystem larvae remained
unaffected. The data compiled here do not allow to assess differences in predation pressure
between these habitats, but avian, reptilian and invertebrate tadpole predators are known to
abound in both (pers. obs.). Assuming that both populations are under comparable predation
pressure, it could be thought that predators in agrosystem may eliminate tadpoles whose
locomotor performance is reduced as a consequence of pollution, thus allowing survival of
tolerant individuals only. However, agrosystem tadpoles were slower than pine grove tadpoles
regardless of the treatment, which could suggest milder predation pressure or a constitutive
limitation in locomotor performance of tadpoles from agrosystem. The latter explanation could
be possible if the physiological mechanisms that allow faster swimming are irrelevant, and thus
not positively selected, in a scenario where pollution is bound to interfere with them and limit
their functionality anyway. In any case, this result contrasts with findings by Egea-Serrano and
Tejedo (2014), who found no effect of an acute exposure to ammonium on swimming
performance of tadpoles from either polluted or pristine environments. These differences might
be due to the fact that the experiment of Egea-Serrano and Tejedo (2014) was not conducted in
controlled laboratory conditions, unlike the one described in this thesis. Therefore, primary
production (which can be exacerbated by ammonium, thus providing extra food for tadpoles)
was not standardized in that experiment, whereas it was in ours. Indeed, our result is aligned
with other works in which other pollutants and stressors have proven to diminish locomotor
performance of amphibian larvae (e.g. Sievers et al., 2018; Moreira et al., 2019; Aradjo and
Malafaia, 2020).

This tendency was also true of locomotor performance of metamorphs. However,

juveniles, subadults and adults reversed it: in these age groups, exposure to ammonium during
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the larval stage affected negatively jumping distance of agrosystem individuals, but not of pine
grove conspecifics. Such a result could be explained in the light of a compensatory mechanism,
according to which individuals that experience a poorer condition for a given character in early
life stages divert greater amounts of resources to it in subsequent phases (Metcalfe and
Monaghan, 2001). Compensation has proven possible in life-history traits (Johnston and Post,
2009), but, to the best of our knowledge, other attempts to prove ontogenetic compensation in
locomotion have not been successful (i.e., Royle et al., 2006). Compensation, or even
overcompensation, has been detected to involve body growth, as individuals with limited early
growth owing to unfavorable circumstances can reach, or even surpass, body sizes of
conspecifics raised under prosperous conditions once released from such limiting factors
(Russell and Wootton, 1992; Johnsson and Bohlin, 2005; Mangel and Munch, 2005). Such
compensatory growth has been demonstrated in other anurans (Boone, 2005; Gramapurohit,
2009), and could apply to the system described here. Larvae from both habitats grew and
developed faster in the presence of ammonium. But, by the time of metamorphosis, this
pollutant did not affect body size, whereas in later immature stages body size of agrosystem
individuals only was affected by the presence of ammonium during the larval stage.
Interestingly, once adulthood was reached, control individuals had greater body sizes than those
exposed to ammonium as larvae. Likewise, the scaled mass index (SMI), a body condition index
that has proven to accurately predict energy stores (Peig and Green, 2009), did not differ
between experimental and control individuals in their larval and early post-metamorphic stages,
but was greater in the former than in the latter in subadults and adults. The complex
developmental patterns of the effects of habitat and treatment on body size can illustrate the
limitations and compromises to which compensatory growth might be subjected. An alternative,
yet not necessarily mutually-exclusive explanation to these intricate patterns, could involve sex.
Secondary sexual traits are only obvious in adults, so earlier stages could not be sexed. Once
they were, sexual differences were evidenced: females performed better than males in the
locomotor performance trials, and had greater body sizes, but lower SMI. It cannot be discarded
that such sexual differences could be present before maturity. Thus, what the results would
have been could the individuals have been sexed earlier, and had sex been controlled for in
statistical models, remains unknown.

Ammonium accelerated growth of larvae, as ammonium-exposed larvae were larger
than non-ammonium exposed conspecifics 5 weeks after hatching. However, these differences
had disappeared by the time of metamorphosis, and ammonium-exposed larvae gave rise to
smaller adults than their control counterparts. Ammonium also presented negative effects on

locomotor performance of larvae and adults. Thus, although larvae seem to cope relatively well
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with ammonium, and even to divert more energy and resources to growth and development
than control individuals, they appeared to undergo long-term negative effects. Rapid growth
during the larval stage can be at the expense of subsequent development. The validity of this
potential explanation is reinforced by the finding that adults that had been subjected to
ammonium as larvae presented hampered swelling response, significative of a less potent
immune system (Clulow et al. 2015; Josserand et al., 2015). However, this effect was sex-
dependent, as it only appeared in males. This can be explained in the light of the
immunocompetence handicap hypothesis, which posits that testosterone sequestrates
resources to compartments that enhance reproduction to the detriment of somatic
maintenance, which results in less resources diverted to the immune system (Roberts et al.,
2004). According to this result, exposure to ammonium during the larval stage leads to adult
males with worse ability to overcome infectious diseases.

Nonetheless, some of the effects detected may have been consubstantially independent
of sex. For instance, the relationships between morphology and locomotor performance: in both
sexes, and in all post-metamorphic stages, body size and hindlimb length were positively related
to jumping distance. This is aligned with previous findings in this (Moreno-Rueda et al., 2020)
and other frogs (Brady et al.,, 2019; Zamora-Camacho and Aragdn, 2019a). The relationship
between jumping distance and SMI was negative, but only in the case of subadults:
proportionally more massive subadults saw their locomotor performance impaired, probably
due to the burden that excess body mass represents (Zamora-Camacho et al., 2014). Also in line
with previous research (Arendt, 2010; Johnson et al., 2015), swimming speed of larvae was
positively related to body size and tail length, whereas its relationship with SMI was also
negative. Thus, across stages, larger individuals perform better at the locomotion trials, whereas
those proportionally more massive perform worse.

Given these causal relationships between morphology and locomotion, it comes as no
surprise that hindlimb morphological abnormalities hinder jumping performance (Zamora-
Camacho and Aragén, 2019b), which could dramatically affect survival and fitness. In this
sample, some of the metamorphs presented an anomalous 180° insertion of one hindlimb,
which was as well impossible to normally fold. This anomaly appeared in 2-4% of the
metamorphs, which is in agreement with other studies on related aberrant morphology in other
amphibians (Mester et al., 2015; Zamora-Camacho, 2020). However, the proportion of abnormal
individuals did not differ between habitats, which coincides with some studies (Piha et al., 2006),
but is against others that show a greater prevalence of limb abnormality in amphibians from
polluted habitats than in those from unaltered environments (Kiesecker 2002; Guerra and Araoz,

2016). Thus, the appearance of this anomaly does not seem to be caused by exposure to
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ammonium, nor is it more frequent in the altered habitat. Moreover, these results do not back
the hypothesis that agrosystem frogs may have developed resistance to the ammonium.

To synthesize, chronic exposure to ammonium before metamorphosis caused a
dramatic mortality early after hatching in these tadpoles, which was similar in pine grove and in
agrosystem individuals. This led to indirect effects of ammonium via reduced density.
Ammonium triggered a faster development and growth in larvae, which did not translate into
larger metamorphs though, and was even reversed in adults. Thus, that accelerated growth
during the larval stage appears to be at the expense of growth in the post-metamorphic stages.
Larval locomotor performance was negatively affected by ammonium only in pine grove
individuals. This tendency was also maintained by metamorphs, which are the only instances in
which the hypothesis that agrosystem individuals may have developed tolerance to
contamination, given that it allegedly is a constant in their environment. However, in
subsequent stages, this effect of habitat disappeared. In any case, once adulthood was reached,
individuals that had been exposed to ammonium as larvae were smaller and had impaired
locomotor performance as compared with conspecifics that had not. In addition, the immune
response of adult males exposed to ammonium as larvae was weaker than that of individuals
that were not exposed to this pollutant. Therefore, there is evidence for long-term negative
effects of chronic exposure to ammonium in larval anurans on body size, locomotion and
immune response. Other traits, however, such as the appearance of morphological
abnormalities, appeared unrelated to ammonium.

In any case, this study was not devoid of limitations. In the first place, the choice of the
focal species was based on its ability to thrive in both habitats studied and to resist some extent
of pollution. Although other species can occasionally be found in this agrosystem, only
Pelophylax perezi and Epidalea calamita are abundant enough to provide a sufficient sample
(personal observation). However, E. calamita usually reproduces in small ponds and ditches of
short duration, where its brief larval period finishes within three or four weeks from hatching
(Gémez-Mestre, 2014). Therefore, the exposure of this species to contamination during the
larval stage is scarce, which is probably one of the causes of its existence there. On the other
hand, P. perezi breeds in larger water bodies and has a longer metamorphosis (Egea-Serrano,
2014), so its larvae are bound to face the conditions in them. However, the fact that P. perezi is
known to stand a considerable degree of contamination (Egea-Serrano, 2014) could limit the
potential of these results to be extrapolated to other more pollution-sensitive species.

Moreover, individuals could not be marked, which prevented a follow-up of each
individual. Nonetheless, long-term marking was challenging for several reasons. In the first

place, the larvae, and even the metamorphs, were too small for marking with standard passive
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integrated transponders (Schumann et al., 2020). Toe clipping was not a possibility in larvae,
although it has been successfully implemented in adults (Sdnchez-Montes and Martinez-
Solano, 2011; Capella-Marzo et al., 2020). Nonetheless, in our case, individuals should have
been marked as metamorphs, when their SVL barely surpassed 10 mm. By the time the
individuals reached the size that would have allowed toe clipping, they had already been mixed
in the seminatural enclosures and were, therefore, impossible to identify individually.
Moreover, especially when clipped at such a short age and small size, toe regeneration cannot
be discarded, which would invalidate the technique in the long run (Caballero-Gini et al., 2019).
In turn, visible implant elastomers tend to migrate or fade in time (Kopecky, 2020). The inability
to mark the individuals led to another drawback, which was the impossibility of sexing
individuals before sexual maturity. Had individuals been marked, their sex could have been
established for younger stages, once adults could be sexed. The fact that the sex of larvae,
metamorphs, juveniles and subadults remained unknown could be a source of uncontrolled
variability. However, logistic and economic limitations precluded all possibility of using
molecular techniques to ascertain thesex of the individuals at different points of their lives.
Future research lines could attempt to overcome those limitations, some of which couldbe
solved with sufficient pecuniary resources. Also, the effects of pollution on less resistant
species is worthy of investigation, although most species will not be found in agrosystems, which
will preclude the comparison between habitats. Moreover, other potential effects of ammonium
on these frogs remain poorly understood, such as potential effects on the oxidative stress,

telomere attrition or corticosterone expression, among others.
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6. Conclusions

The main conclusions than can be drawn from this thesis are:

e Ammonium diminished survivorship at the earliest stages after hatching. Therefore,
tadpoles exposed to ammonium were raised at lower densities. A greater density
involved slowed down development, reduced SVL, and had a markedly more negative
effect on tail length and depth, and body mass of the treated than the control group.
Even when effects of density were statistically controlled for, ammonium directly
accelerated development and increased SVL, tail length and depth, and body mass.
These effects did not depend on provenance habitat, which does not support the
hypothesis that agrosystem tadpoles would be more tolerant to ammonium.

e The effect of ammonium on swimming speed did interact with habitat: only pine grove
tadpoles were negatively affected by ammonium. This finding suggests that predation
pressure may shape this geographical pattern, as slower tadpoles are more likely to be
preyed on. Finally, corroborating previous findings, tadpoles with larger bodies and
tails were faster swimmers, whereas proportionally more massive individuals were
slower, and tail depth was unrelated to swimming speed.

o Effects of chronic exposure to ammonium during the larval stage on morphology and
locomotor performance were detectable after metamorphosis until adulthood.
However, given the complex dynamics observed, not always were these effects
consistent through post-metamorphic stages and relative to treatment and habitat.
These inconsistencies could be due to processes such as compensatory growth, to
delayed costs derived from it, or to sexual differences that could be present even
before they can be accounted for. Exposure to ammonium during larval stages can
result in diverse biological and long-term outcomes in later life stages.

e The prevalence of hindlimb abnormal morphology was unrelated to ammonium or the
habitat of origin, which does not support a role of this contaminant as a trigger of
morphological anomalies. Consequently, a greater tolerance of agrosystem individuals
to develop morphological abnormalities as a consequence of ammonium was not
found either.

e Chronic exposure to a sublethal dose of ammonium during the larval stage of P. perezi

frogs has negative carryover effects on adult inflammatory response to PHA, which
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could imply a greater susceptibility to pathogens and parasites. However, this effect
was only true for males, which, in the light of the immunocompetence handicap
hypothesis, could be a consequence of a sex-hormone-triggered impairment of male
immune function. In disagreement with our prediction, we did not detect tolerance of
the inflammatory response of agrosystem frogs to the treatment as compared with

natural habitat conspecifics.
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7. ANEXOS



7.1. ANEXO A1

Direct and indirect effects of chronic exposure to ammonium on anuran larvae survivorship,

morphology, and swimming speed

Table Al1.1 — Full mixed model including weekly survivors (starting from and including

hatchings) in each replicate as a response variable, treatment, habitat, week and their

interaction as fixed factors, and replicate as a random factor. Indicated are X? and degrees of

freedom (d.f.).Symbols represent: ™ = non-significant; ** = P < 0.01; *** = P < 0.001. Significant

results are in bold.

Variable d.f. A
Habitat 1,336 0.021™
Treatment 1,336 0.002"
Week 5,336 55.751*%*
Habitat*Treatment 1,336 0.015™
Habitat*Week 5,336 3.445™
Treatment*Week 5,336 21.361**
Habitat*Treatment*Week 5,336 0.240"™
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Table A1.2 — Post-hoc Tukey tests on the interaction Week*Treatment, with survivorship as the

response variable. Indicated are t- and P-values. Significant results are in bold.

Comparison t-value P-
value

Hatching-Control vs Hatching-Ammoniun 0.061 1.000
Hatching-Control vs Week 1-Ammonium 4.039 0.006
Hatching-Control vs Week 2-Ammonium 4.981 <0.001
Hatching-Control vs Week 3-Ammonium 5.072 <0.001
Hatching-Control vs Week 4-Ammonium 5.133 <0.001
Hatching-Control vs Week 5-Ammonium 5.133 <0.001
Hatching-Control vs Week 1-Control 0.766 1.000
Hatching-Control vs Week 2-Control 3.063 0.096
Hatching-Control vs Week 3-Control 3.063 0.096
Hatching-Control vs Week 4-Control 3.063 0.096
Hatching-Control vs Week 5-Control 3.063 0.096
Hatching-Ammonium vs Week 1-Ammonium 8.360 <0.001
Hatching-Ammonium vs Week 2-Ammonium 10.339 <0.001
Hatching-Ammonium vs Week 3-Ammonium 10.530 <0.001
Hatching-Ammonium vs Week 4-Ammonium 10.658 <0.001
Hatching-Ammonium vs Week 5-Ammonium 10.658 <0.001
Hatching-Ammonium vs Week 1-Control 0.304 1.000
Hatching-Ammonium vs Week 2-Control 1.397 0.961
Hatching-Ammonium vs Week 3-Control 1.397 0.961
Hatching-Ammonium vs Week 4-Control 1.397 0.961
Hatching-Ammonium vs Week 5-Control 1.397 0.961
Week 1-Control vs Week 1-Ammonium 3.675 0.020
Week 1-Control vs Week 2-Ammonium 4.616 0.000
Week 1-Control vs Week 3-Ammonium 4.708 0.001
Week 1-Control vs Week 4-Ammonium 4.768 <0.001
Week 1-Control vs Week 5-Ammonium 4.768 <0.001
Week 1-Control vs Week 2-Control 2.297 0.481
Week 1-Control vs Week 3-Control 2.297 0.481
Week 1-Control vs Week 4-Control 2.297 0.481
Week 1-Control vs Week 5-Control 2.297 0.481
Week 1-Ammonium vs Week 2-Ammonium 1.978 0.708
Week 1-Ammonium vs Week 3-Ammonium 2.170 0.573
Week 1-Ammonium vs Week 4-Ammonium 2.297 0.481
Week 1-Ammonium vs Week 5-Ammonium 2.297 0.481
Week 1-Ammonium vs Week 2-Control -2.582 0.307
Week 1-Ammonium vs Week 3-Control -2.582 0.307
Week 1-Ammonium vs Week 4-Control -2.582 0.307
Week 1-Ammonium vs Week 5-Control -2.582 0.307
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Week 2-Control vs Week 2-Ammonium
Week 2-Control vs Week 3-Ammonium
Week 2-Control vs Week 4-Ammonium
Week 2-Control vs Week 5-Ammonium
Week 2-Control vs Week 3-Control
Week 2-Control vs Week 4-Control
Week 2-Control vs Week 5-Control

Week 2-Ammonium vs Week 3-Ammonium
Week 2-Ammonium vs Week 4-Ammonium
Week 2-Ammonium vs Week 5-Ammonium

Week 2-Ammonium vs Week 3-Control
Week 2-Ammonium vs Week 4-Control
Week 2-Ammonium vs Week 5-Control
Week 3-Control vs Week 3-Ammonium
Week 3-Control vs Week 4-Ammonium
Week 3-Control vs Week 5-Ammonium
Week 3-Control vs Week 4-Control

Week 3-Control vs Week 5-Control

Week 3-Ammonium vs Week 4-Ammonium
Week 3-Ammonium vs Week 5-Ammonium

Week 3-Ammonium vs Week 4-Control
Week 3-Ammonium vs Week 5-Control
Week 4-Control vs Week 4-Ammonium
Week 4-Control vs Week 5-Ammonium
Week 4-Control vs Week 5-Control

Week 4-Ammonium vs Week 5-Ammonium

Week 4-Ammonium vs Week 5-Control
Week 5-Control vs Week 5-Ammonium

3.523
3.614
3.675
3.675
0.000
0.000
0.000
0.191
0.319
0.319
-3.523
-3.523
-3.523
3.614
3.675
3.675
0.000
0.000
0.128
0.128
-3.614
-3.614
3.675
3.675
0.000
0.000
-3.675
3.675

0.031
0.024
0.020
0.020
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
0.031
0.031
0.031
0.024
0.020
0.020
1.000
1.000
1.000
1.000
0.024
0.024
0.020
0.020
1.000
1.000
0.020
0.020
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Table A1.3 — Full mixed models including either SVL, tail length, tail depth, body mass, SMI, or swimming speed as response variables, habitat, treatment,

density and their interactions as fixed factors, and replicate as a random factor. Note that in the cases of tail length and tail depth SVL was included as a

covariable. Indicated are X? and degrees of freedom. Symbols represent: ™ = non-significant; * = P < 0.05; *** = P <0.001. Significant results are in bold.

Variable SVL Taillength  Tail depth Body sMmi Swimming
mass speed
2 2 2 2 2 2
X 1, 652 X 1, 651 X 1, 651 X 1, 652 X 1, 652 X 1, 652
SVL - 883.827*** 622.955*** - - -
Habitat 0.004" 0.216™ 2.280™ 0.247™ 2.087™ 0.170™
Treatment 0.380" 1.986™ 1.517™ 4.129* 0.694" 0.158™
Density 5.975* 0.219™ 0.004" 2.003" 1.818™ 0.544"
Habitat*Treatment 0.083" 0.007" 0.127™ 0.092" 0.693"™ 0.174"
Habitat*Density 0.034" 0.412™ 1.800™ 0.061"™ 2.175"™ 0.514"
Treatment*Density 0.097" 1.483™ 1.261™ 2.706™ 0.537™ 0.186™
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Habitat*Treatment*Density 0.116" 0.008™ 0.254™ 0.184"™ 0.557" 0.515"™
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Table Al1.4. - Full mixed models including swimming speed as a response variable, habitat,

treatment, density and their interactions as fixed factors, replicate as a random factor, and

either SVL, tail length, tail depth, body mass, or SMI as covariates. Note that, in the cases of tail

length and tail depth, SVL was included as a covariable. Indicated are X* and degrees of

freedom. Symbols represent: ™ = non-significant; *** = P <0.001. Significant results are in bold.

Covariable

Habitat

Treatment

Density
Habitat*Treatment
Habitat*Density
Treatment*Density

Habitat*Treatment*Density

SVL Tail length Tail depth Body mass SMI

2 2 2 2 2
X 1,651 X 1, 650 X 1, 650 X 1,651 X 1,651

24.955%** 37.886%** 1.522" 15.745%** 63.993***

0.185" 0.074" 0.122" 0.262" 0.128"™
0.267"™ 1.127" 0.344" 0.627™ 0.001™
0.082" 0.019"™ 0.081" 0.249™ 0.020"™
0.138™ 0.111" 0.135"™ 0.174" 0.004"
0.479" 0.264"™ 0.386"™ 0.605" 0.001™
0.244" 0.949"™ 0.312" 0.569" 0.012"
0.442" 0.448" 0.425"™ 0.492" 0.103"™
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Fig. Al - Separate correlations between density and tail length (Fig. A.1), tail depth (Fig. A.2)

and body mass (Fig. A.3) for each treatment. Empty symbols represent the control treatment,

black symbols represent the ammonia treatment. Squares represent pine grove individuals,

circles represent agrosystem individuals.
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7.2. ANEXO A2
Does chronic exposure to ammonium during the pre-metamorphic stages promote
hindlimbabnormality in anuran metamorphs? A comparison between natural-habitat and

agrosystem frogs

Fig. A2.1
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Fig. A2.3

Figure A2. Photographs showing the semi-natural enclosures where adult frogs were housed for
reproduction. Each enclosure was 6 x 6 m long, and 2 m high: a 1-meter- high brick wall from the ground,
plus a 1-meter-high, 5-mm-size steel mesh (Fig. A2.1). The roof was covered with the same mesh.
Therefore, frogs could not escape the enclosures, nor could predators enter them. However, the mesh
size allowed insects in, which constitute the main food source for these frogs (Fig. A2.1). The ponds (11-
mZ2area,50-cm depth) are large enough for reproduction, and the ground is provided with abundant cork
bark as shelters that maintain humidity and temperature (Figs. A2.2 and A2.3). A general external view
(Fig. A2.1) and the internal view of both enclosures used are shown (Fig. A2.2 and A2.3). Note that the
whole structure contains four enclosures, but only two of them were needed.
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Table A2.1. Number of abnormal-limbed metamorphs (numerator), the total number of metamorphs
obtained (denominator), and proportion of abnormal-limbed metamorphs (right side of the equation)

obtained from tadpoles from pine grove and agrosystem parents, reared with and without NH4".

With NHa* Without NH4*
Pine Grove 3/129 = 0.02326 5/179 = 0.02793
Agrosystem 2/143 = 0.01399 1/205 = 0.00488
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7.3. ANEXO A3
Carryover effects of chronic exposure to ammonium during the larval stage on post-

metamorphic frogs

Table A3.1-Percentage of variance explained by the random (replicate) and the fixed factors
(habitat, treatment, and the habitat*treatment interaction), as well as the residual variance, in

themixed models with metamorph SVL, body mass, SMI, and jumping distance as response

variables.

Snout-Vent Body Mass Scaled Mass Jumping
Lengh Index Distance

Replicate 8.879 7.443 19.242 4.518

Habitat 25.796 18.770 25.076 0.032
Treatment 0.381 0.324 0.870 25.226
Habitat*Treatment 26.251 54.369 0.959 44.797
Residual 38.692 19.094 53.853 25.428

115



Table A3.2-Full models testing the effects of habitat, treatment, and their interaction on SVL,

body mass, SMI and jumping distance of metamorphs (Table A3.2.1), juveniles (Table A3.2.2)

and subadults (Table A3.2.3). Table A3.2.4 tests the effects of habitat, treatment, sex and the

resulting interactions on the same variables. In the case of metamorphs, replicate was

included as a random factor (Table A3.2.1). Degrees of freedom and X2-values are indicated.

Symbols mean: ™ = non-significant; $ = marginally non-significant; * = P < 0.05; ** = P < 0.01;

*** P <0.001. Significant results are in bold.

SVL Body Mass smi Jumping
Distance
Degrees of Freedom 1,583 1,583 1,583 1,583
Habitat 1.545™ 8.257** 38.188*** 1.281™
Treatment 0.869™ 0.339™ 0.848™ 0.049™
Habitat*Treatment 0.934™ <0.001™ 0.848™ 3.990*
Table A3.2.1
Jumping
SVL Body Mass Smi
Distance
Degrees of Freedom 1, 157 1, 157 1, 157 1, 157
Habitat 10.400** 5.306* 10.819** 2.773%
Treatment 23.802*** 18.743*** 0.225" 7.735%*
Habitat*Treatment 11.583*** 8.402** 0.260™ 3.463%
Table A3.2.2
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Jumping

SVL Body Mass Smi
Distance
Degrees of Freedom 1,159 1,159 1,159 1,159
Habitat 1.032™ 0.001™ 3.566° 0.341™
Treatment 19.066*** 27.422%** 17.966*** 1.903™
Habitat*Treatment 5.782* 4.438* 0.016™ 6.796**
Table A3.2.3
SVL Body Mass sMmi Jumping
Distance
Degrees of Freedom 1, 143 1,143 1, 143 1, 143
Habitat 0.894™ 0.361™ 0.069™ 3.690°
Treatment 13.675%** 6.844%** 1.430™ 29.390***
Sex 40.398*** 21.420*** 1.721™ 8.290**
Habitat*Treatment 0.174" 0.048" 0.851"™ 4.404*
Habitat*Sex 0.006"™ 0.024" 0.110"™ 2.412™
Treatment*Sex 0.947" 0.935™ <0.001"™ 3.308°
Habitat*Treatment*Sex 0.012™ 0.001"™ 0.202™ 1.356™

Table A3.2.4
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Table A3.3 - Full models including jumping distance as a response variable, habitat, treatment,
and their interactions as fixed factors, and either SVL, hindlimb length, body mass, or SMI as
covariates, in metamorphs (Table A3.3.1), juveniles (Table A3.3.2) and subadults (Table A3.3.3).
Table A3.3.4 tests similar models, but incorporating sex as a factor, as well as the resulting
interactions with habitat and treatment. Note that models testing hindlimb length also
included SVL as a covariate. In the case of juveniles, replicate was included as a random factor
(Table A3.3.1). Degrees of freedom and X?-values are indicated. Symbols mean: ™ = non-
significant;  =marginally non-significant; * = P < 0.05; ** = P < 0.01; *** P < 0.001. Significant

results are in bold.

SVL Hindlimb Body Mass SMI
Length
Degrees of freedom 1, 582 1, 581 1, 582 1, 582
Covariable 8-value 1.623 1.035 23.181 2.611
Covariable X? 272.792%** 37.886*** 287.288%** 0.602"
Habitat X? 0.555™ 2.080m™ 0.057™ 1.048™
Treatment X? 1.207™ 0.003™ 0.543™ 0.056™
Habitat*Treatment 2.287"™ 3.780° 4.151* 4.084*
x2
Table A3.3.1
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SVL Hindlimb Body Mass SMI
Length
Degrees of freedom 1,156 1, 155 1, 156 1, 156
Covariable 8-value 0.919 0.861 2.576 2.607
Covariable X? 138.843*** 19.801*** 85.169*** 0.756™
Habitat X? 0.026™ 0.013™ 0.112™ 0.441™
Treatment X? <0.001™ 0.020™ 0.291™ 0.982™
Habitat*Treatment X? 0.054" 0.001™ 0.002" 0.443™
Table A3.3.2
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SVL Hindlimb Body Mass SMmi
Length
Degrees of freedom 1,158 1,157 1,158 1,158
Covariable 8-value 1.231 1.128 1.863 -5.640
Covariable X? 199.230%** 18.589°%** 89.426*** 12.204***
Habitat X* 2.854% 3.580° 0.458™ 1.274™
Treatment X? 1.822™ 1.793™ 0.461™ 6.585*
Habitat*Treatment 1.366™ 2.037™ 2.7228 7.410**
X2
Table A3.3.3
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SVL Hindlimb Body Mass SMI
Length

Degrees of Freedom 1, 142 1, 141 1, 142 1,142
Covariable 8-value 0.780 0.741 0.839 -1.088
Covariable X? 27.923*%* 15.410%** 13.386*** 2.282™
Habitat X? 2.437™ 1.139™ 3.297% 3.5925
Treatment X? 21.327*** 15.245%** 24.463*** 27.605%**
Sex X? 2.036™ 0.717™ 3.850* 7.537**
Habitat*Treatment X* 4.157* 3.966* 4.519* 3.858*
Habitat*Sex X? 2.7425 2.717% 2.770°% 2.318™
Treatment*Sex X? 2.726° 1.837" 2.7428 3.360°
Habitat*Treatment*Sex X* 1.477™ 2.057™ 1.448™ 1.236™

Table A3.3.4
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7.4. ANEXO A4

Long-term sex-dependent inflammatory response of adult frogs to ammonium exposure

during the larval stage

Table A4.1- Full model testing the effects of habitat, treatment, sex and their interactions on
swelling, controlled for body mass. X?> and P-values are indicated. Degrees of freedom were 1 and

141. B-value of body mass was 0.006.

Variable X*-value P-value
Habitat 2.372 0.124
Treatment 1.877 0.171
Sex 0.005 0.946
Body Mass 0.534 0.465
Habitat*Treatment 1.128 0.288
Habitat*Sex 0.356 0.551
Treatment*Sex 1.056 0.304
Habitat*Treatment*Sex 0.594 0.441
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