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Introduccio

El principal objectiu d’aquest treball és iniciar-me en I'ambit experimental de la

biologia, pel qual sempre he tingut interes i familiaritzar-me amb el métode cientific.

Abans d’escollir un tema per al treball, tenia clar que volia que tingués una part
practica, és a dir, volia fer un treball experimental. Aquest va ser el motiu principal pel
qual vaig descartar tants possibles temes que em semblaven molt interessants, pero
que no tenien cap part practica que es pogués dur a terme amb els recursos dels que
disposava. Aixi, després de donar forca voltes al tema del treball, finalment vaig escollir
fer-lo sobre “La influéncia dels compostos nitrogenats en els amfibis”, proposat pel
meu tutor del treball, I’ Albert Montori. Aquest tema era perfecte perque tenia molt
treball de camp i a més era sobre un ambit que m’agradava, com és la biologia animal i

la contaminacid de caracter antropic.

La finalitat del treball és donar una visid sobre les conseqiéncies de I'activitat
antropica sobre la natura i ampliar la informacié existent sobre els efectes que els
compostos nitrogenats produeixen en els amfibis. Els amfibis habiten medis aquatics
d’aigua dolgca, que poden contenir altes concentracions de compostos nitrogenats i
fosfats com a resultat de les practiques agricoles i de les aiglies residuals urbanes.
Aguests excessos de compostos contaminants causen alteracions sobre les espécies
aquatiques i desequilibris dels ecosistemes. Un grup d’animals potencialment afectats
als canvis del medi aquatic sén els amfibis, sobretot durant els seus estadis aquatics.
Perd a més cal dir que, aquest grup sén molt bons indicadors de “I’estat de salut de
I'ecosistema” perqué tenen una fase de vida aquatica (periode larvari) i una altra

terrestre, després de la metamorfosi. En conseqliencia poden patir els efectes de

I'alteracid a qualsevol dels dos medis.

He estructural el treball en dues parts. La primera s’"anomena “Efectes dels compostos
nitrogenats i els fosfats sobre el medi”, en la qual es troba tota la informacié elaborada
a partir de la recerca per Internet i per alguns documents. Aquesta seccid serveix per a

tenir el coneixement de I'ambit del treball de recerca abans d’iniciar la part



experimental. Es imprescindible per endinsar-se en la matéria i adquirir els
coneixements necessaris per plantejar les hipotesis de treball, dissenyar els
experiments i saber interpretar els resultats. La segona part del treball s"Tanomena
“Disseny experimental” i conté la informacid sobre I'espécie Pelodytes punctatus,
escollida per a dur a terme el treball de camp, els informes de les practiques dutes a

terme i la conclusio final.

I. EFECTES DELS COMPOSTOS NITROGENATS | ELS
FOSFATS SOBRE EL MEDI

1. La contaminacid de I'aquifer superficial
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naturals de I'ambient. Tothom associa la contaminacié a abocaments antropics, pero
també es pot considerar com a contaminacié la natural produida per fendmens
geologics com els volcans o fins i tot biologics com pot ser I'acumulacié massiva de

pol-len en el medi aquatic en periodes concrets de I'any.

L’aigua és de gran importancia per al desenvolupament de la vida ja que esta basada
en ella. Tots els éssers vius contenen una proporcid d’aigua en major o menor
quantitat, per exemple, els éssers humans estem formats per un 80% d’aigua. L’aigua
dolca pero, representa menys del 3% de tota I'aigua del nostre planeta (Figura 1) i la

majoria es troba en forma de gel, formant els casquets polars.

L'aigua és un recurs renovable, ni es crea ni es destrueix, pero cada vegada esta més
contaminada per l'activitat antropica. La contaminacié de les aiglies altera els
processos naturals per al desenvolupament de la vida. L'abocament de grans
quantitats de residus generats per les activitats agricoles i industrials contaminen els

oceans, mars, rius, llacs i aqlifers en general.

L’aigua dels mars i els rius ha estat escollida con el gran abocador de deixalles de tota
mena: les industrials, les agricoles o les urbanes. El volum de deixalles arriba a unes
dimensions tals que no és exagerat dir que els rius i els mars ja s’han convertit en una

gran claveguera de la humanitat.

L’aigua té una capacitat de depuracié natural, ja que hi viuen bacteris descomponedors
gue transformen la mateéria organica en sals minerals consumint oxigen. Abans els rius
i els llacs es mantenien nets gracies a aquest mecanisme, perdo és molt lent i I'aigua

gueda saturada perqué s’hi aboquen continuament grans quantitats de residus.

La humanitat és la gran responsable de la contaminacid, tot i que també pot tenir
causes naturals, com les aiglies contaminades amb materials com el sulfur d’hidrogen
procedent de l'activitat volcanica o metalls pesants com el mercuri, que es troba

naturalment a 'escorga de la terra.

Les principals causes de la contaminacid antropogenica de I'aigua provenen d’origens

diferents:



1.1. Abocaments urbans

Sén les aiglies procedents de la neteja personal i de la neteja de la llar. Provenen de
cases, hospitals, escoles, carrers, etc. Contenen contaminants organics com orina,
femta i restes de menjar. També contenen microorganismes patogens procedents de
persones malaltes, productes de neteja amb una gran quantitat de fosfats, restes de
pintura o farmacs que van a parar a rius, mars, llacs o embassaments i contaminen les
aigles (Figura 2). L'Institut Catala d’Investigacié de I’Aigua (ICRA) juntament amb altres
entitats, va participar en un treball en que es van analitzar mostres d’aigua en set
punts al llarg del riu Llobregat i el seu afluent, I’Anoia. Es van detectar un total de 29
farmacs entre els quals es troben antiinflamatoris, analgesics, antibiotics i
antidepressius. Els compostos quimics analitzats sén metabolitzats pel cos i expulsats a
través de 'orina. La preséncia d’aquestes medicines ha provocat una disminucié en la
biodiversitat d’algunes espécies d’insectes aquatics hi ha provocat una disminucié en la
biodiversitat d'algunes espécies d'insectes aquatics. Les hormones provinents de les
restes d’anticonceptius orals, que tenen propietats disruptores endocrines, produeixen
alteracions greus en la reproduccid i el desenvolupament de peixos com la
feminitzacio, la reduccié de la fertilitat i I'hermafroditisme a concentracions en aigua

molt baixes d’entre 0,1 i 1 ng/I'.

Figura 2: Abocament d’aigtlies residuals urbanes.

1 , . . . o .
Un nanogram és una unitat de mesura de massa equivalent a la milmilionésima part d’'un gram.



1.2. Abocaments d’origen agricola i ramader

Els abocaments d’origen ramader sén els purins i els fems procedents del bestiar de les
granges, que contaminen les aiglies si s’aboquen als rius o rierols o si s'utilitzen en

excés per adobar la terra.

El 65% del abocaments directes a Espanya sén responsabilitat de la ramaderia. Aquests
abocaments no es fan a través de xarxes urbanes de sanejament, i per tant, son més
dificils de controlar i depurar. Els abocaments agricoles i ramaders sén un tipus de
contaminacié difusa, és a dir, que no té un origen definit, es duen a terme en zones
amplies i no tenen un focus emissor concret. Els fertilitzants i els plaguicides sén la

causa de la contaminacié difusa a I’agricultura.

L’agricultura contamina les aiglies per mitja dels adobs quimics, productes fitosanitaris
i adobs d’origen animal amb els quals es tracten els terrenys. Els adobs comunament
més utilitzats son les femtes de cavall, cabra, bens o vaques i no els purins, que tenen
un excés de nitrogen. En les ultimes déecades, la intensificacié de la produccié porcina
en tota Europa és un fet evident. Produim un excedent de nitrogen i fosfor en forma
de purins, més enlla del que es necessita per a I'agricultura. Els purins es tractaven en
plantes de tractament integral de purins porcins mitjancant assecament térmic?.
Aguestes plantes se’ls va garantir un preu especial de I'energia que produien per a un
periode de quinze anys, que la majoria de plantes ja han complert des de la seva
posada en marxa. Els purins sén emmagatzemats en piscines pero sovint hi ha

filtracions.

1.3.Abocaments industrials

La indUstria també aboca als rius moltes substancies residuals. Les més contaminants

son els metalls pesants i alguns compostos organics toxics. Les centrals termiques

>Ales plantes d’assecament termic es redueix I'aigua continguda en els fangs, o purins en aquest cas,
per evaporacié mitjancant I'aportacio de calor. Aixi s’aconsegueix disminuir la massa i el volum dels
purins i obtenir un producte estable i higienitzat, apte per a la seva aplicacié al sol en profit de
I’agricultura, en diposit controlat o com a font energética.
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també contaminen les aiglies dels rius, abocant-hi aigua a temperatures molt elevades,

i d’aquesta manera alteren les condicions naturals de I'ecosistema.

Segons el tipus d’industria, es produeixen diferents tipus de residus. Normalment, en
els paisos desenvolupats moltes industries tenen sistemes de depuracid de les aigles,
sobretot si produeixen contaminants perillosos com poden ser els metalls toxics.
Alguns dels verins presents a les aiglies residuals industrials son: I'arsenic, el cianur, el

crom, el plom, el cadmi, I'anhidrid sulfuric, olis, diversos acids, etc.

1.4. La salinitzacié dels aquifers

La salinitzacié de I'aigua i dels sols agricoles és una forma de contaminacio freqient a
les zones litorals. La salinitzacié de pous o aquifers a linia de costa es causat per una
introgressié d’aigua marina quan aquests han estat sobre explotats. En zones més
allunyades del mar també es pot produir salinitzacié de les aiglies, ja que I'extraccié
d’aigua de pous o de rius fa que es concentrin les sals dissoltes i en conseqiéncia,
I'aigua esdevé cada cop més salada. També pot ocdrrer que un curs d’aigua superficial
passi per una area amb terrenys salins. Aquesta aigua amb elevades concentracions de
sals dissoltes ja no sera potable. Si s’utilitza per regar cultius, provoca també la

salinitzacié i la consequlient pérdua de fertilitat del sol.

La salinitat de l'aigua s'expressa habitualment en mil-ligrams de clorurs per litre (mg
CI/L). El limit maxim de clorurs per a les aigles potables és, segons estableix el Real
Decret 140/2003 publicat el 21 de febrer del 2003, de 250 mg CI/L. Fins aleshores, el
Real Decret 1138/90 havia fixat el limit en 200 mg CI/L, d'acord amb la recomanacié de
I'Organitzacid Mundial de la Salut. El nivell maxim actualment admes d'ié sodi és de
200 mg Na/L, pero havia estat de 150 mg Na/L fins abans de la publicacié del Real
Decret 140/2003. Actualment, I'id6 potassi és un parametre analitic que deixa de
sotmetre's a control obligatori a les aiglies destinades a potabilitzacié. L'excés de
potassi és una qliestid molt particular de la conca del Llobregat, no un problema de

contaminacié d'aiglies general donat que a la conca hi ha diverses explotacions de
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mines de sal. Com a referencia, es pot utilitzar el valor maxim anteriorment autoritzat

pel Real Decret 1138/90 de 12 mg K/L.

Amb menor propietat perd d'analisi més rapida, la salinitat de l'aigua pot estimar-se i
expressar-se en termes de conductivitat, ja que la conductivitat de l'aigua és

proporcional al seu contingut d'ions.

2. Problematica mediambiental dels compostos nitrogenats i els

fosfats

La produccié agropecuaria té grans efectes sobre el medi ambient. Es la principal font
de contaminacid per compostos nitrogenats (nitrits, nitrats, i amoni), fosfats i
plaguicides a més de produir gasos responsables de |'efecte hivernacle com el meta i
els oOxids de nitrogen. La contaminacidé per compostos nitrogenats i fosfats es produeix
a causa dels fertilitzants, quan aquests s’utilitzen en major quantitat de la que poden
absorbir els cultius o quan s’eliminen per accié de I'aire o de 'aigua de la superficie del
sol abans de que puguin ser absorbits. El nitrogen té molta mobilitat al sol, propietat
gue és de gran transcendéncia tant per a la nutricié dels cultius com per a les afeccions
mediambientals. Els excessos de nitrogen i fosfats poden ser arrossegats a cursos
d’aigua o infiltrar-se a aiglies subterranies, la qual cosa provoca una sobrecarrega de

nutrients a 'aigua i, en conseqliéncia pot provocar I’eutrofitzacié del medi aquatic.

2.1.Els compostos nitrogenats

El nitrogen és el compost més abundant de I'atmosfera del nostre planeta, ja que
constitueix un 78,1% de I'aire atmosferic. A més, esta present en un 3% a I'organisme
dels éssers humans i als altres éssers vius, ja que és un element essencial dels acids

nucleics i dels aminoacids.
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El nitrogen es troba formant una infinitat de compostos nitrogenats. Els principals
compostos nitrogenats presents a la natura, a més de I'atmosféric i del nitrogen

presents en la matéria organica, son els nitrats, els nitrits i I'amoni.

A les terres de cultiu, els nutrients del sol sén absorbits per les plantes i aquesta va
perdent la seva riquesa. Després de la collita el sol es queda sense nutrients i per
aquest motiu és necessari adobar els camps per a la propera sembra. En un bosc no cal
enriquir la terra perque quan les plantes moren o cauen les fulles, el fruits i les llavors,

es queden al mateix bosc i retornen el nitrogen al sol.

Les plantes només poden incorporar el nitrogen que es troba en forma de nitrats i el
transformen en materia organica (proteines i acids nucleics). Es conegut que les
plantes només aprofiten un 50% del nitrogen que és aportat a través de I'adobat. Aixo
suposa que I'excés de nitrogen es perd i es arrossegat per I'aigua que es filtra al subsol
i arriba als aquifers subterranis, rius i embasaments, contaminant aixi les aigles

continentals.

Es pot parlar de dos tipus principals de fonts de contaminacié de les aigles

continentals per compostos nitrogenats: la contaminacié puntual i la difosa.

e La contaminacié puntual té un focus emissor ben localitzat, afecta a zones
concretes i té nivells elevats d’intensitat. S'associa a activitats d'origen
industrial, ramader o urba (abocament de residus industrials, d'aigles
residuals urbanes o d'efluents organics de les explotacions ramaderes;
lixiviacio d'abocadors, etc.).

e En el cas de la contaminacio dispersa o difosa, I’activitat agricola n’és la causa
principal. No té un focus emissor ben localitzat, és de baixa intensitat i de gran

abast en l'espai.

Si bé les fonts de contaminacié puntual poden exercir un gran impacte sobre les aiglies
superficials o sobre localitzacions concretes de les aiglies subterranies, les practiques

d'adob amb fertilitzants organics o inorganics (contaminacié difosa) son generalment
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les causants de la contaminacid generalitzada de les aiglies subterranies i

secundariament dels aquifers superficials.

Segons FEFANA1l (European Federation of Animal Feed Additive Manufacturers)
Catalunya es va situar I'any 2001 en segon lloc després d’Holanda en quant a I'excés de
nitrogen valorat en kg/ha, forca per sobre del maxim permes per la directiva que

estableix en 170 kg/ha de terra cultivable el limit de nitrogen aplicable.

2.2. El cicle del nitrogen

El cicle del nitrogen és un dels processos biogeoquimics més importants en el qual el

nitrogen es converteix en diverses formes quimiques.
L'equilibri dinamic de composicid de la biosfera depéen d'aquests processos.

Aquest cicle es compon de diverses fases clarament delimitades sent la primera d'elles
la que rep el nom de fixacid i assimilacié del nitrogen. A ella seguirien I"'amonificacié, la
nitrificacid i finalment la coneguda com desnitrificacio, que és aquella en la qual es

produeix la reduccid de I' i6 nitrat a nitrogen diatomic.

Figura 3: El cicle del nitrogen.
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La font inicial i més abundant de nitrogen és |'atmosfera, on es troba en forma
molecular (N,). Els organismes encarregats de la seva introduccié a la biosfera son les
algues cianoficies® i alguns bacteris. Alguns d’aquests bacteris es troben en simbiosis
amb plantes lleguminoses com I’ alfals o les mongetes. Aquesta simbiosis consisteix en
qgue la planta proporciona nutrients als bacteris i aquests fixen el nitrogen al sol a
través de la planta. Per I'accié d’aquests organismes i també per les descarregues
eléctriques que es produeixen a I'atmosfera, el sol s’enriqueix de compostos inorganics
nitrogenats. Aquests compostos, sobretot els nitrats, sén absorbits pels vegetals, que

fabriquen proteines i altres substancies nitrogenades.

A l'alimentar-se, els herbivors, i a través d’aquests, els carnivors, incorporen el
nitrogen al seu organisme. Al terra tornaran els vegetals que morin, aixi com els
excrements i els cossos morts dels animals. En processos de descomposicié de la
matéria organica, el nitrogen tornara a incorporar-se al sol perd ara ho fara en forma
d’amoniac. Una serie de bacteris nitrosificants transformen I'amoniac en nitrit. Uns
altres bacteris nitrificants transformen el nitrit en nitrat, i altres transformen a aquest

ultim (nitrat) en nitrogen gasos que tornara a I'atmosfera (Figura 3).

Reaccions de nitrificacio

NH4* + 1,5 02 2 NO2" + H20 + 2H*
NO2 + 0,5 02 & NOs-

Reacci6 de desnitrificacio

2NOs + DQO* = N3 + H20 + 2 OH-

?Les algues cianoficies sén individus procariotes que poden viure sols o en colonies filamentoses.
Comparteixen amb diferents bacteris I'habilitat de prendre el N, de l'aire, on és el gas més abundant, i
reduir-lo a amoni (NH,").

* La demanda quimica d'oxigen (DQO) és un parametre que mesura la quantitat de substancies que sén
susceptibles de ser oxidades als medis quimics on son dissoltes.
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2.3. Els nitrats

Els nitrats son sals o esters de I'acid nitric HNOs. En els nitrats esta present I’anié NOs’

(Figura 4).

O

N
O O._

Figura 4: 16 nitrat.

Com ja hem explicat a I'apartat anterior, els nitrats es formen a la natura per la

descomposicié de compostos nitrogenats com les proteines i la urea, compost quimic

abundant a I'orina i a la mateéria fecal. En aquesta descomposicio es forma amoniac o

amoni, el qual posteriorment és oxidat per microorganismes de tipus nitrobacter nitrit.

Finalment el nitrit es transforma en nitrat.

L'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS)
inclou els nitrats entre els components de
I"aigua que poden ser nocius per a la salut.
Sén perillosos a concentracions superior a
50 mg/l i el seu efecte perjudicial es deu a
gue, per accid bacteriana, es redueixen a
nitrits a I'estdbmac i aquests passen a la
sang i sén responsables de la formacié de
metahemoglobina en sang la qual

disminueix la capacitat d’oxigenacié.

Tradicionalment, els nitrats s’han emprat

com a adob a l'agricultura. El seu Us es va

NITRATO
<CHILE

Figura 5: Anunci publicitari del nitrat de Xile.
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generalitzar després de la segona Guerra Mundial ja que aconseguia mantenir els
nivells de produccié agricola. El seu Us va esdevenir tan comu que es podien trobar
cartells publicitaris a I'entrada dels pobles en qué es recomanava I'Us del nitrat de Xile

(Figura 5)

En un principi, I' utilitzacié d’aquesta substancia va suposar una millor gestié de la
produccié perd amb el pas del temps es va apreciar que I'excés de nitrat es filtrava cap
al freatic i que s’acumulava en rius i llacs. Els nitrats provinents de I'abonament
juntament amb els provinents dels purins, que s’acumulaven en excés, van causar un

augment de la quantitat de nitrats al medi ambient.

2.4. Els nitrits

Els nitrits son sals o esters de I’acid nitrés (HNO,). L’ i6 nitrit és NO, (Figura 6).

Figura 6: 16 nitrit.

Es una espécie poc estable quimicament. La seva preséncia en aigua sol indicar una

contaminacio de caracter fecal recent.

Els nitrats resulten toxics per als peixos. Una concentracié de 0,2 - 0,4 mg/l mata al
70 % d'una poblacié de truites i es déna una mortalitat alta de peixos a partir de 0,15
mg/l. Des del punt de vista fisiologic, I’'NO, al igual que I’'NOs" tenen el poder de
transformar I’hemoglobina de la sang en metahemoglobina, que és incapa¢ de fixar
I'oxigen i de realitzar correctament la respiracié cel-lular. A més els nitrits reaccionen
dins de l'organisme amb amines i amides secundaries i terciaries formant

nitrosamines, d’alt poder cancerigen.
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2.5.L’amoni

L’amoni és un catié poliatdmic carregat positivament de férmula NH4" (Figura 7).

H

’

N
HH/ S

Figura 7: 16 amoni.

Els ions amoni sdn un producte toxic, resultat del metabolisme dels animals.

L’amoni és un i6 derivat de I'amoniac per adicié d’un catié d’hidrogen procedent de
I'aigua. L'amoni esta contingut en les sals amoniques, que es troben en els fertilitzants

i en la industria, per a I'obtencié d’altres productes.

L’amoniac és enormement toxic. A més, el nitrogen amoniacal es transforma primer en
nitrits i posteriorment en nitrats, reaccions que es produeixen amb consum d’oxigen i

per tant, es consumeix I'oxigen dissolt a I'aigua.

2.6. Els fosfats

Els fosfats sén sals o esters de l'acid fosforic. Esta format per un atom de fosfor

envoltat per quatre atoms d’oxigen en forma tetraedrica (Figura 8).

I
R—O—P—OH

|
OH

Figura 8: Fosfat.
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Els fosfats inorganics s'extreuen de mines a partir de les roques fosforiques per tal

d’obtenir fosfor que es fa servir en I'agricultura i la industria.

Els compostos de fosfor provenen generalment de residus urbans, fosfats i polifosfats
qgue es troben en la formulacid dels detergents. Els fosfats s'afegeixen als detergents
per tal que s’associin als ions responsables de la duresa de l'aigua (ferro, calci,
magnesi), que generalment precipiten en forma de sals entorpint la neteja de la roba.
Els detergents i productes de neteja contribueixen amb un 20 % sobre el total

d’abocaments de fosfats sobre el medi ambient.

Els fosfats també sén compostos indispensables en la formulacié d’adobs minerals. La

seva absencia limita el creixement de les plantes.

A la induUstria alimentaria els ortofosfats (fosfats hidratats) s’utilitzen com a
estabilitzants dels productes carnis envasats, com acidificant de begudes refrescants o

formatges processats.

3. L’eutrofitzacio

El problema ambiental dels fosfats i del nitrats és I'eutrofitzacié de les aiglies. Un riu,
un llac o un embassament sofreixen eutrofitzacié quan les seves aiglies s’enriqueixen
de nutrients. Qualsevol persona sense coneixements del tema podria pensar que tants
nutrients a l'aigua sén beneficiosos ja que aixi els éssers vius podrien viure més

facilment, pero la realitat és ben diferent.

3.1. Consequiéncies de 'eutrofitzacid

L’eutrofitzacid, és un procés que es duu a terme en ecosistemes aquatics en el que
s'introdueixen excessius nutrients, principalment fosfats i nitrats, i que provoquen un
creixement massiu d’algues verdes i plancton (Figura 9). Quan aquests organismes
fotosintétics moren, es descomponen gracies a l'activitat dels bacteris, que

consumeixen una gran quantitat d’oxigen dissolt en el procés. En el procés de
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putrefaccid, es produeixen males olors i un aspecte desagradable de I'aigua. També es
crea una barrera que no deixa passar la llum, de manera que les aiglies deixen de ser
aptes per a la majoria dels éssers vius de I'ecosistema perqué es queden sense O, i

sense llum i moren.

Figura 9: Canal agricola eutrofitzat.

La drastica alteracié de I'ambient que suposen aquests canvis fa inviable I'existéncia de
les especies que préviament formaven |'ecosistema. Es deterioren les comunitats
biologiques amb la substituciéd d’especies sensibles per espécies oportunistes més
resistents. Per exemple, a causa de la disminucié de 'oxigen, no podran viure peixos
gue necessiten aigles riques en oxigen, per tant trobarem principalment barbs, perca i

altres organismes d’aiglies poc ventilades i oxigenades.

Posteriorment, si l'enriquiment de nutrients persisteix, s’esgota per complet el
contingut d’oxigen dissolt en I'aigua i moren la majoria dels organismes aquatics. Es
diposita la materia inerta al fons de I'aigua, on els bacteris anaerobics poden continuar

la descomposicié dels cadavers.

En un ecosistema eutrofitzat solen quedar-hi només els organismes descomponedors,
que al descompondre la matéria organica de l'aigua desprenen meta, acid sulfuric i
altres substancies que poden arribar a ser toxiques. També alliberen sofre, que tenyeix

I'aigua de color verd (Figura 10).
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N= Nitrogen

coma nitrats.
Nitrits, amoni Augmenta la Disminueix la
organic, etc...

terbolesa de penetracio de

"aigua lallum solar

P=Fosforen
cOompostos
minerals o
mineralitzables

DESCOMPOSICIO DE LA MATERIA ORGANICA

Generacid de gasos toxics
Males olors

Alteracions del pH

Figura 10: Esquema de I'eutrofitzacié d’un llac.

Un cas molt conegut d'eutrofitzacié marina sén les famoses marees roges (Figura 11),
uns grans augments de la poblacié de micro algues, que en gran part sén conseqiencia

de I'abocament de residus al mar.

Figura 11: Marea roja.
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4. Principals causes del declivi dels amfibis
Les causes de la regressié dels amfibis sén:

e Laperdua d’habitat
e L’ introduccié d’espécies

e La qualitat del medi aquatic

Tots aquests canvis han comportat I'alteracié de I'ecosistema i el delta del Llobregat ha
esdevingut una zona empobrida d’amfibis, amb la desparicié del 70% d’aquestes

espécies (dada de principis del segle XX).

4.1. La perdua d’habitat

A partir dels anys 50, la poblacié del Baix Llobregat va augmentar respecte a la mitjana
de Catalunya i als anys 60, va haver immigracid, el que va provocar la necessitat
d’ampliar la zona urbana. A finals del segle XX es van comengar a planificar les
ampliacions del port de Barcelona (la qual cosa va comportar la desviacié del riu
Llobregat), la construccié de l'aeroport, la creacié de noves zones industrials i de
serveis, 'augment de la xarxa viaria, etc. Aquestes infraestructures han alterat el medi
fisic on es desenvolupava el cicle bioldgic de la fauna herpetologica®. Moltes espécies
d’amfibis i reptils han disminuit les seves poblacions en faltar el seu medi fisic. La
perdua d’habitat és la principal causa de perdua de biodiversitat. Les xarxes viaries han
representat un factor de disminucid directa de gran nombre d’exemplars a causa dels
atropellaments i, de forma indirecta, a causa de I'efecte barrera que constitueixen en

si mateixes.

Algunes petites basses on es reprodueixen els amfibis han estat tapades amb runes,
utilitzades com a abocadors d’escombraries o s’han dessecat a causa de I'escalfament

de la superficie terrestre.

> Fauna herpetologica: relativa a amfibis i réptils.
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4.2. L’ introduccié d’especies

Les especies invasores, com ara la tortuga de Florida (alliberada per particulars), el
cranc de riu america, la gambusia (introduida per ’home per combatre les plagues de
mosquits), la granota pintada entre altres, sén també una causa de risc de perdua de
biodiversitat. Les especies invasores afecten a les autoctones de diverses maneres com

depredacio, competencia, introduccié de malalties o contaminacié genetica.

4.3. La qualitat del medi aquatic

Ens referim al medi aquatic quan parlem de tot el conjunt de canals i masses d’aigua

que es localitzen a la plana deltaica.

Els factors que condicionen la qualitat del medi aquatic son I'augment de la salinitat i la

contaminacié per productes fitosanitaris i materia organica.

e Augment de la salinitat: la sobreexplotacié de I'aqiifer ha fet disminuir el nivell
freatic (nivell en que la pressid de I'aigua de l'aquifer és igual a la pressio
atmosférica) i I’ha salinitzat. Aquest augment de salinitzacié ha provocat que
molts amfibis hagin desaparegut de la zona, que s’hagin relegat de la periféria
del deltai fins i tot que s’hagin extingit.

e Contaminacié per productes fitosanitaris i matéeria organica: un dels factors que
més afecten els amfibis és la contaminacié quimica i organica de l'aigua. Els
abocaments de residus industrials, d’utilitzacié desmesurada d’insecticides i
herbicides als conreus i els abocaments de les aiglies residuals urbanes als
canals han afectat els amfibis. Per altra banda, també s’han vist afectades

indirectament les seves fonts d’alimentacio (invertebrats)

La neteja de canals i sequies que es fa cada any ocasiona la destruccié dels habitats i
I’eliminacié de molts individus. Moltes espeécies d’amfibis i reptils aquatics utilitzen

aquests canals per viure-hi, especialment per alimentar-se, refugiar-se i com a
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corredor bioldgic®. Molts individus, en amagar-se entre la vegetacié i dins el terra per

hibernar sén aixafats per maquines segadores i excavadores.

5. Efectes dels compostos nitrogenats i els fosfats sobre els amfibis

Els amfibis passen gran part de la seva vida al medi aquatic. Estan subjectes a I'aigua

en la fase larvaria, el que els fa especialment vulnerables als canvis en aquest medi.

Els amfibis no toleren la contaminacié industrial de l'aigua, no viuen en aigua
salinitzada ni contaminada per pesticides o per nitrats, ni en aigua clorada. Tots els
efectes dels compostos nitrogenats i els fosfats resulten adversos per als amfibis.
Diverses investigacions mostren les conseqliencies d’exposar especies concretes a

substancies toxiques.

El nitrits causen alta mortalitat larvaria, reduccié de I'activitat i gran péerdua de pes a
les espécies Rana pretiosa, Rana aurora, Bufo boreas, Hyla regilla i Ambystoma gracile
(Marco et al. 1999). Els nitrats causen reduccié de Iactivitat, desequilibris,
malformacions i elevada mortalitat sobre Rana pretiosa, Rana aurora, Bufo boreas,
Pseudacris regilla i Ambystoma gracile (Marco et al. 1999 and De Solla et al. 2002).
L'amoni causa la disminucido de la supervivéncia de les larves a la metamorfosis,
disminucié de l'activitat i rapida péerdua de pes en les especies Bufo americanus,

Pseudachris triseriata, Rana pipiens i Rana clamitans (Hecnar 1995).

6 RPN , N , . .2

Els corredors biologics sén arees, generalment allargades, que connecten dues o més regions. La funcié
dels corredors és mantenir la connectivitat entre els dos extrems per evitar I'aillament de les poblacions.
La seva rellevancia rau en que en les zones aillades s’observa una disminucié del nombre d’espécies.
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DISSENY EXPERIMENTAL

1. Espécie triada. El gripauet comu (Pelodytes punctatus)

L'espécie escollida com a subjecte d’estudi ha estat el gripauet comu, Pelodytes
punctatus, la qual no havia estat utilitzada en estudis anteriors. A continuacio es

descriuen les caracteristiques de I'especie.

1.1. Descripcid i biologia

El gripauet comu és una espécie molt semblant al gripauet ibeéric. Fins fa poc temps
aquestes dues espécies eren considerades com una de sola al ser extremadament

semblants.

Fitxa técnica:

Classe | Amfibis

Ordre | Anurs (amfibi sense cua)

Familia | Peloditidae

Genere | Pelodytes

Espécie | Punctatus (Daudin, 1802)

Pelodytes punctatus (Figura 12) és un gripau petit, de fins a 50 mm, de color ocre -
terrds. La meitat inferior és de color blanquinés - grisenc. El més caracteristic és la pell
coberta de petites prominéencies de color verd, marré o negre, les quals el diferencien
dels altres anurs. Té els ulls grans amb la pupil-la vertical. Té el cos i el cap aplanati el
morro prominent. Els mascles presenten, durant I’época de zel, rugositats de color fosc

al segon dit de cada ma, bracos i pit.

Les extremitats son llargues i poc robustes i les posteriors estan adaptades per al salt.

En les potes anteriors tenen quatre dits i cinc dits en les posteriors, que presenten una
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membrana interdigital’ reduida. Les femelles tenen el cap i les extremitats més petites

en proporcio al cos. Els mascles no presenten sacs vocals aparents.

Figura 12: Gripauet comu, Pelodytes punctatus.

Les larves solen presentar tons marrons. Els ulls es situen a la part superior del cap i no
en els laterals. L'espiracle (orifici respiratori) apareix al costat esquerre. Es
caracteristica una filera de punts en la meitat superior del dors, visibles en larves amb
gran desenvolupament. La cua és casi el doble de llarga que el cos i acaba amb una
punta arrodonida. Les larves del gripauet comu es distingeixen del gripauet ibéric
perqué son de mida més gran (aproximadament fins a 60 mm) i presenten un color
més fosc. Abans de concloure la metamorfosi, ja presenten les tipiques berruguetes a

la zona dorsal.

Sén animals nocturns i discrets perqué solen romandre quasi tot el temps en galeries o

sota les roques i només es poden localitzar durant I'estacié reproductora.

Els seus mecanismes de defensa sén o bé la fugida a salts o submergint-se dins I'aigua,
o bé adoptant una postura caracteristica en la qual arqueja el dors i segrega una

substancia lleument toxica per la pell.

’ La membrana interdigital és una capa de pell que uneix els dits de les potes posteriors dels amfibis

(altres animals també en tenen). Aquesta membrana els facilita el trasllat dins I'aigua i el salt.
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Per a reproduir-se, sén dels amfibis més matinadors. Si octubre es plujos, emergeixen
els primers mascles. Durant els mesos de baixes temperatures I'activitat decreix. La
hibernacié només es produeix en la part nord de la distribucié de les espécies i, per un
breu periode de temps (de novembre a febrer - marg). La reproduccié comencga a la
primavera (finals de febrer a abril), quan es cria el major volum de gripaus i a la tardor.
L’amplexus és inguinal®. La femella diposita diversos centenars d'ous que s'adhereix en
grup a la vegetacio aquatica. Les postes d’ous es localitzen enroscades a les herbes. El
desenvolupament larvari varia en funcié de la disponibilitat d’aliment i del regim

termic del lloc on es desenvolupin perd normalment esta entre 2 i 4 mesos.

1.2. Habitat

El seu habitat preferit sdn les zones pedregoses i arenoses, incloent també parets de
pedra seca. S’observen en les dunes, praderes inundables i arees cultivades. Sovint és
present en zones calcaries o de sorra. En la temporada de cria, trobem |'especie en
espais oberts on utilitza una gran varietat de medis aquatics com poden ser en aiglies
efimeres o temporals,llacunes naturals, maresmes, tolls d’aigua, rases i rierols que
flueixen feblement amb un substrat sorrenc. En els llocs on els medis aquatics naturals
son escassos, utilitza també balses de reg, estancs, piscines i altres punts d’aigua

artificials.

No sén amfibis exigents amb I” humitat ja que apareixen tant en serres amb un alt grau

d’humitat i precipitacions com en depressions on aquestes sén molt menors.

1.3. Alimentacio

Durant els primers dies després de la desclosa, les larves viuen de les reserves que hi
ha al vitel. Passats uns dies ja poden alimentar-se d’algues microscopiques i mateéria

organica.

8 . . e . . oz .z
Acoblament sexual propi dels amfibis anurs, que s’efectua a I'aigua i és de fecundacid externa.
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Un cop feta la metamorfosi, porten vida terrestre i s'alimenten d’artropodes, Ilimacs i

cucs de terra de mida adequada a la seva talla, que capturen de forma activa.

1.4. Distribucio

Aquesta espéecie es troba a I'oest de Portugal, al nord, centre i est d’Espanya, a la
major part de Franga i a la costa nord-occidental d’Italia (només a Liguria i el sud de
Piemont). A Espanya es distribueix per Castella i Lled, Alaba, La Rioja, Navarra, Arago,
Catalufia, Madrid (surest), Castella-La Mancha, Comunitat Valenciana i Murcia (Figura

13).
Es pot trobar fins als 1630 metres sobre el nivell del mar.

L'espécie no és abundant en el marge nord de la seva area de distribucié ni en els

paisatges antropicament alterats.

Figura 13: Distribucié de I'espécie Pelodytes punctatus.
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1.5. Amenaces

En vista a la seva amplia distribucio i gran poblacid, aquesta espécie esta catalogada
com a preocupacié menor. Es cert que I'espécie Pelodytes punctatus esta en regressio
perd és poc probable que la disminuciéd de I'espécie sigui prou rapida com per

qualificar-la d’'una categoria més amenacada.

Es generalment abundant en la major part de la seva localitzacié perd I'espécie és
generalment escassa a Portugal i esta amenacgada a Italia a causa de la pérdua de llocs
de cria a la vora de la seva area de distribucié. Les poblacions al sud d’Espanya i al nord

de Portugal estan molt amenacades i fragmentades.

El desenvolupament urbanistic experimentat per algunes ciutats i en les zones
turistiques (per exemple a la costa mediterrania) ha determinat |'extincié de
nombroses poblacions al llarg de les dues ultimes décades, a la mateixa vegada que, en
zones rurals, les practiques d'agricultura intensiva, principalment de fruiters i cereals,
han suposat |’ alteracié, desaparicié i la contaminacié severa d’infinitat de medis
aquatics i, en consequeéncia, I'extincié de moltes poblacions. Les prolongades sequeres
també han suposat conseqliencies negatives degut a que medis naturals aquatics usats
com a medis reproductius han desaparegut i fan que la reproduccié de lI'especie
depengui de la conservacié d’antics estanys, bases de reg i d’altres construccions

artificials en desus.

Les amenaces inclouen el drenatge de pantans i la canalitzacié dels rius. La pérdua
d'habitats adequats de cria d'aigua dol¢a i la fragmentacié de I'habitat® sén també
amenaces. La intensificacié de l'agricultura esta amenacant I'espécie a la Peninsula
Ibérica. La desertificaci6 és una amenaca en algunes parts de la seva area de
distribucié (Portugal meridional). La depredacié de larves i adults per part de peixos
exotics i del cranc de riu, espécies introduides especialment a la Peninsula Ibérica, és
també una amenaca. Els projectes hidroeléctrics estan conduint a la pérdua d'habitat

en parts de Portugal.

9 ..o / e e s N . . . . .y
La fragmentacio és el procés de divisid d’un habitat continu en seccions. S’origina per la transformacio
del paisatge al construir preses, carreteres, obrir terres de cultiu, pel desenvolupament urba, etc.
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2. Eleccid del contaminant: L’amoni

Els experiments consistirien en diferents dissolucions d’'un contaminant nitrogenat a
les quals estarien exposats els capgrossos de Pelodytes punctatus. Abans d’iniciar els
experiments, vam haver de plantejar-nos algunes qiiestions com quina sal utilitzariem

com a solut, és a dir, com a font de nitrogen i en quina proporcié ho fariem.

Es van trobar varies opcions com a font de N: el nitrit de sodi (NaNO,), el nitrat de sodi
(NaNOs), el nitrat d’amoni (NH4NOs), el fosfat di amonic ((NH4),HPO,) i el clorur
d’amoni (NH4CI), compostos normalment utilitzats per a I'abonament dels camps i que

es trobaven, per tant, a les aigties.

El nitrat d’amoni va ser eliminat com a opcié perque al contenir dues especies
contaminants, el nitrat i 'amoni, no sabriem si els efectes sobre els capgrossos es
deurien a I’ i6 nitrat o a I’ i6 amoni i a més es podrien produir efectes sinérgics entre
els dos contaminants. El mateix va passar amb el fosfat di amonic. El nitrit de sodi i el
nitrat de sodi també van ser eliminats com a opcié perqué en altres estudis fets amb
altres espécies d’amfibis revelaven que tenien efectes a concentracions molt més
elevades de les que es trobaven al medi ambient (Garriga, N., Montori, A., Llorente
G.A., en prensa). Aixi doncs, el solut més adient era el clorur d’amoni, ja que aixi
teniem una unica font de N i sabiem que havia causat efectes negatius sobre altres
espécies d’amfibi a valors que es trobaven al medi. El clorur d’amoni és un compost
utilitzat com a fertilitzant agricola i una de les principals fonts d’incorporacié de

nitrogen al medi.

La segona questid era saber quants mg de clorur d’amoni s’havien de posar a les
diferents dissolucions. Com no hi havia cap treball experimental fet amb I'especie
Pelodytes punctatus, es van agafar com a referéncia les dades de tolerancia d’ altres
espécies d’amfibis, que mostraven la LCso (Montori, A.; Franch, M.; Llorente,G. A.;
Richter, A; Sansebastian, O; Garriga, N; Pascual, G., 2009). Trobar els valors de LCsg
(lethal concentration) és el test més comu per a determinar la sensibilitat d’una
especie a un contaminant. Aquests tests determinen la concentracid a la qual el 50%

de la poblacié de la prova mor. Aquesta dada ens indica que, concentracions a la
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natura que siguin iguals o que superin els valors de LCsq podrien portar la poblacié a

I’extincid.

A continuacié es mostra una taula amb els mg d’amoni que causen el 50% de la

mortalitat (LCso) a diverses espécies extretes del treball anteriorment citat:

Espécie LCsp (mortalitat del 50%)

Gripau corredor (Bufo 8 - 10 mg/l (Gomez-Mestre & Tejedo, 2003)

calamita)
- 20,50 mg/I durant 15 dies, mortalitat del 13% (Ortiz,
2004)
Gripau d’esperons - 37 mg/l (Ortiz-Santaliestra, 2006)
(Pelobates cultripes)
Granota verda - 26,29 mg/l durant 72 hores
(Pelophylax perezi)
- 31,37 mg/l durant 48 hores
- 45,39 mg/l durant 24 hores
(Egea-Serrano, 2009)
Totil (Alytes obstetricans) - 225.38 mg/l durant 14 dies (Gustavo Llorente, Albert

Montori, Marc Franch i Nuria Garriga, 2012)

Com es pot veure a la taula, les concentracions d’amoni afecten a diferents espécies a
concentracions molt diferents, la qual cosa feia molt dificil escollir els mg necessaris
per al meu treball de camp. Finalment es va decidir utilitzar els valors de 0, 10, 20, 40,

80160 mg NH,"/I.
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3. HIPOTESIS DEL TREBALL
Les hipotesis plantejades en aquest treball van ser:

e La presencia d’amoni afecta negativament a I'espécie Pelodytes punctatus

provocant la mortalitat dels capgrossos a concentracions elevades.

En la comprovacié de la primera hipotesi, es va voler especificar en els seglients

apartats:

Saber quins son els limits de tolerancia larvaria a I'amoni.

- La supervivencia larvaria.

e L'amoni provoca desequilibris en el creixement larvari provocant una

disminucio del creixement en els tractaments amb concentracions elevades.

e Els capgrossos exposats a concentracions elevades d’amoni es posicionen a

prop de la superficie de I'aigua.

4. Metodologia experimental

4.1. Metodologia general

Les larves de Pelodytes punctatus van ser recollides de diverses basses del Garraf els
dies 17 de setembre i 7 d’octubre (Figura 14). Van haver de recollir-se en dos dies
diferents degut a que en la primera sortida no havia plogut prou i no vam trobar

suficients exemplars.

El material utilitzat per a la recollida de capgrossos va ser unes botes d’aigua, un

salabre i diversos recipients on abocar-los.

32



Tots els exemplars recollits van ser portats al laboratori de I'institut Salvador Dali on es

van deixar en diversos aquaris fins al inici de I'experiment.

Figura 14: Recollida de capgrossos i postes d’ous al Garraf.

Les larves recollides van ser utilitzades per a la realitzacié dels experiments dissenyats

per tal d’acceptar o rebutjar les hipotesis del treball.

En primer lloc, es van preparar set dissolucions amb diferents concentracions de clorur
d’amoni a les quals estarien exposades les larves. Cada dissolucié, d’un volum de tres
litres, es va distribuir en quatre repliques utilitzant quatre gots de plastic (Figura 15). Es
van introduir quatre larves a cada réplica de manera que hi havia un total de setze

larves a cada dissolucid.

Les dissolucions consistien en un grup Control 1 (0 mg NH,4'/L), un Control 2 (0 mg
NH;"/L), un grup de 10 mg NH,"/L, un grup de 20 mg NH4"/L, un grup de 40 mg NH,"/L,
un de 80 mg NH4'/L i per ultim un grup de 160 mg NH,'/L. Els grups control no tenien
cap concentracié d’amoni i servien com a referencia de I'experiment, és a dir, eren el

punt de comparacié amb els altres grups als quals se’ls va aplicar el tractament.

Les repliques son indispensables en qualsevol investigacid experimental. Soén
repeticions de I'experiment per a confirmar que les variables controlades, que en
aquest experiment serien les diferents concentracions d’amoni esmentades
anteriorment, es comporten sempre igual. Serveixen per evitar el factor de I'atzar. Les

repliques permeten obtenir una estimacié de I'error experimental i en el cas que hi
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hagi uns valors molt allunyats en una de les repliques respecte de les altres, aquests

resultats es poden suprimir i no resultarien nuls.

Les larves provenien de diferents postes d’ous per a que hi hagués variabilitat genetica
i els resultats no estiguessin condicionats per la genética d’'una sola posta d’ous. A
més, els gots amb diferents concentracions es van col-locar desordenats per si hi havia
condicions externes que els poguessin influir, com podria ser una zona amb més llum

que una altra.

Es va fer un seguiment de la mortalitat larvaria durant els quinze dies que va durar
I’experiment per comprovar la hipotesi 1, aixi com de la posicié dels capgrossos en els
gots anotant la quantitat que es trobava a prop de la superficie de I'aigua o al fons

(hipotesi 3). Cada cinc dies es van prendre les mesures de la longitud del cap, de la cua,

I'alcada de I'aleta i la longitud total dels capgrossos per afirmar o rebutjar la hipotesi 2.

Figura 15: Totes les dissolucions repartides en quatre gots que conformen les repliques.
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4.2. Preparacié de les dissolucions de clorur d’amoni

4.2.1. OBIJECTIUS

L’objectiu de la practica va ser elaborar diverses dissolucions amb clorur d’amoni en

concentracions creixents de 0, 10, 20, 40, 80 i 160 mg d’amoni per litre.

4.2.2. MATERIALS, APARELLS | PRODUCTES
Els materials utilitzats per a fer les dissolucions:
- Clorur d’amoni
- Balanca
- Vas de precipitats
- Espatula
- Bidé amb aigua desclorada
- Provetade 2L
- Provetad’l L
- Garrafa de 5L buida

- Gots de plastic de 995 mL

4.2.3. PROCEDIMENT

Uns dies abans de comencar la part experimental, vam omplir un gran bidé amb aigua

de I'aixeta per a que el clor es dissipés.

El dia 26 d’octubre vam preparar les dissolucions. Dos dies abans, I'Albert, tutor del
treball, va pesar els mg de clorur d’amoni que necessitavem a I’ Universitat, ja que, la

balanca de I'Institut no tenia prou precisié (Figura 16).
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Les quantitats que necessitavem eren 29,69 mg NH.CI/I (10 mg NH,4*/1), 59,38 mg
NH,4Cl/I (20 mg NH."/1), 118,77 mg NH4Cl/I (40 mg NH,*/1), 237,55 mg NH.Cl/I (80 mg
NH4*/1), 475,11 mg NH4Cl/I (160 mg NH4*/1).

Tractament mg NHs*/1) mg NH4Cl/1
C1 0 0

C2 0 0

10 10 29,69

20 20 59,38

40 40 118,77

80 80 237,55

160 160 475,11

Figura 16: mg de clorur d’amoni per a la preparacid de les dissolucions.

Vam repartir tres litres de dissolucié de cada concentracié entre les quatre repliques

de cada grup.

Vam calcular la concentracié de solut que feia falta per obtenir tres litres de dissolucid
per a cada tractament. Al no disposar d’una proveta de tres litres, vam utilitzar dues
provetes: una de dos litres i l'altra d’un litre per a obtenir els tres litres totals
necessaris. Vam posar el solut dins la garrafa d’aigua buida. A continuacié ompliem la

proveta de dos litres amb aigua desclorada del bidd, preparat dies abans, i I'abocavem
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dins la garrafa. Després ompliem la proveta d’un litre amb aigua i també I'abocavem a
la garrafa. D’aquesta manera aconseguiem tres litres d’aigua dins la garrafa. El seglient
pas era tapar la garrafa i remoure-la fins que el clorur d’amoni estigués totalment
dissolt en I'aigua. Finalment repartiem el contingut de la garrafa entre quatre gots de
995 ml que eren les repliques d’'un mateix grup. D’aguesta manera vam aconseguir

quatre gots, amb la mateixa proporcié de dissolvent i solut.

Aquest procediment es va repetir per a les diferents concentracions de solut fins a
tenir preparades totes les dissolucions de |'experiment. Les dissolucions es van
preparar seguin I'ordre de menys concentracié a més concentracid, per tant, primer es
van preparar el grup Control 1 i Control 2, que no va ser dissolucions perque no
contenien cap mg d’amoni. A continuacié el grup de 10, 20, 40, 80 i 160 mg NH,'/L
successivament. Es va seguir aquest ordre per si quedaven restes de la dissolucié feta
anteriorment a la garrafa, aquestes no s’unissin amb una dissolucié de menys

concentracio.

4.2.4. CALCULS | TRACTAMENT DE DADES
Calcul dels grams de clorur d’amoni necessaris per a tenir els grams d’amoni desitjats:
NH,Cl(s) + H200) = NHg"(aq) + Cl'aq) + H20y)
M(NH,4Cl)= 53,45 g/mol

M(NH;")=18 g/mol

10 mgNH; 1g 1molNHf 1mol NH,Cl 53,45 gNH,Cl

11 1000mg 18gNH; 1molNH; 1mol NH,CI
1000 mg NH,C! _ 2969 NH.CL/I
TgNH,cl - 2269 mg NH.CY
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20 mgNH} 1g 1molNH} 1mol NH,Cl 53,45 gNH,Cl

11 1000mg 18gNH; 1molNH; 1mol NH,CI
1000mg NHyCL _ e o
TgNH,cl - >238mg NHCl/

40 mgNH] 1g 1molNHf 1mol NH,Cl 53,45 gNH,Cl
11 1000mg 18gNH; 1molNH; 1mol NH,CI
1000 mg NH,Cl

' 1g NH,CI

= 118,77 mg NH,Cl/]

80 mgNH} 1g 1mol NHf 1mol NH,Cl 53,45 gNH,Cl

11  1000mg 18gNH; 1molNH; 1mol NH,CI
1000 mg NHiCL_ 7 o5 mg NH,CL/1
TgNH,cl - 237°5mg NHyCl/

160 mgNH; 1g 1molNHf 1mol NH,Cl 53,45 gNH,Cl
11 1000 mg 18 gNH; 1molNH; 1mol NH,CI

1000 mg NH,Cl
19 NH,CI

= 475,11 mg NH,Cl/1

Com les dissolucions preparades van ser de tres litres, es va haver de multiplicar els

grams obtinguts anteriorment per tres:

mg NH,CI
Mg A7t 3 = 89,07 mg NH,CL/I

29,69 ]

mg NH,Cl

59,38 ]

.3 = 178,14 mg NH,CL/I
B9 774" .3 = 356,31 mg NH,CL/!

l
237,55 ——2" .3 = 712,65 mg NH,Cl/!

47511 ——2"" .3 = 1425,33 mg NH,Cl/l
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4.3. Metodologia especifica per a I'analisi de la mortalitat (Hipotesi 1)

4.3.1. OBIJECTIUS

L’objectiu de la practica va ser determinar les concentracions a les quals |'espécie

Pelodytes punctatus es veu afectada pel que fa a la concentracié d’amoni.

4.3.2. MATERIALS, APARELLS | PRODUCTES

- Espatula

- Pipeta de plastic

4.3.3. PROCEDIMENT

Després de la recollida dels exemplars de les basses, vam esperar unes setmanes fins
gue van sortir dels ous perquée a més de capgrossos també vam recollir diverses postes

d’ous. Quan ja tenien una mida adient, vam comencar els experiments.

Seguidament, vam seleccionar els capgrossos de mida semblant per a posar-los dins
els gots. Cada got va contenir quatre capgrossos (Figura 17). Els capgrossos eren
procedents de diferents postes d’ous per evitar que els resultats estiguessin

condicionats per la genética d’una sola posta d’ous.

Figura 17: Cada got conté quatre capgrossos.
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Els capgrossos van ser alimentats amb pinso i a cada got se li va administrar

aproximadament la mateixa quantitat.

Els capgrossos van estar exposats a les proves experimentals durant quinze dies. Vam
fer el seguiment de la mortalitat cada dia excepte els dies festius en els que I’ institut
roman tancat. Els capgrossos morts de cada tractament eren anotats i extrets de

I’experiment amb I’'ajuda d’una pipeta de plastic o una espatula.

4.4. Metodologia especifica per a I'analisi del creixement larvari
(Hipotesi 2)
4.4.1. OBJECTIUS

L’objectiu d’aquesta practica és veure se hi ha diferencies entre el creixement de les
larves de Pelodytes punctatus que han estat exposades a diferents concentracions
d’amoni. Al mateix temps es va aprofitar per netejar els gots on residien els

Capgrossos.

4.4.2. MATERIALS, APARELLS | PRODUCTES

Els seglients materials van ser emprats per agafar dades i per al manteniment dels gots
en bon estat:

- Embut

- Got de plastic

- Colador

- Peu universal

- Cercol

- Paper mil-limetrat

- Camera digital

- Pipeta Pasteur
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- Espatula

4.4.3. PROCEDIMENT

Amb la finalitat d’estudiar el creixement dels capgrossos sota les concentracions de 0,
10, 20, 40, 80 i 160 mg NH."/I, aquests es van fotografiar cada cinc dies. Les fotografies
de cada got es van fer els dies 1, 5, 10 i 15 de I'experiment. El procediment per a fer les

fotografies va ser el seglient:

En primer lloc, vam col-locar un peu universal amb un cercol acoblat. Sobre el cércol,
vam posicionar una camera fotografica. Al costat del peu universal, vam col-locar un

paper mil-limetrat plastificat de manera que quedés posicionat sota la camera.

A continuacid, agafavem els capgrossos de cada got, els col-locavem sobre el paper

mil-limetrat i els féiem una foto.

Per tal d’extreure els capgrossos del got amb la dissolucié, utilitzavem un altre got de
plastic buit. Col-locavem el colador sobre el got buit i hi abocavem el contingut del got
que contenia els capgrossos i la dissolucié utilitzant un embut per a que no es vessés el

contingut. D’aquesta manera, els quatre capgrossos es quedaven al colador.

A la vegada que duliem a terme aquest procediment, aprofitavem per netejar els gots
de restes d’excrement i de pinso, ja que, al abocar el contingut d’un got a un altre, la

bruticia es quedava al fons del got i era facil de rentar.

A continuacié posavem els capgrossos sobre el paper mil-limetrat procurant que es
guedessin estirats i els feiem una foto des de dalt amb la camera recolzada sobre el
cércol. Totes les fotografies van ser fetes des de la mateixa alcada per tal que fos més
facil mesurar els capgrossos amb el programa d’ordinador Motic Images Plus. El paper
mil-limetrat va servir per a tenir una referencia de la mesura dels capgrossos per a

poder calibrar el programa.
Per ultim, passavem la dissolucid al got original i tornavem a abocar els capgrossos.

El mateix procediment es va repetir amb totes les réepliques de cada concentracio i

cada cinc dies.
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Un cop preses totes les fotografies, mitjancant el programa Motic Images Plus vam
mesurar cada capgros al llarg dels cinc dies enregistrats. A partir de les mesures
extretes, vam elaborar diversos grafics per poder veure les diferéncies en el

creixement dels capgrossos en les diferents concentracions.

4.4.4. CALCULS | TRACTAMENT DE DADES

Les dades de les mides mesurades amb el programa Motic (Figura 18), van ser

enregistrades en una taula d’Excel. Es van prendre les mides de:
- Longitud del cap-cos

- Longitud de la cua

- Longitud total

- Alcada de l'aleta

L'alcada de I'aleta finalment no es va utilitzar perque no es podia mesurar en gaires

capgrossos i no vam tenir suficients mesures per a poder obtenir resultats.

A partir de les dades, es va calcular la mitjana aritmetica de la longitud del cap-cos, de
la cua, la mitjana de la longitud total i de I'alcada de |'aleta per a cada tractament al

llarg dels dies.

MO LT
Largo : 24.30 mm)|
MO L2
Largo : 29.70 mmy
- BE
Sl 2rgo : 7.88 mm)

M 19

Largo : 17.25 mm

MM L10 ."“ MM L4

Largo ; 19.97 mm NS . Largo : 12.87 mm,

MM L11 WM LS
Largo : 8.44 mm Largo : 17.26 mm,

MM LG
Largo : 22.51 mm,

o MO LT
Largo : 37.53 mm|

CRNE:]
Largo : 11.43 mm,

Figura 18: Presa de mides dels capgrossos amb el programa Motic Images Plus.
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4.5. Metodologia especifica per a I'analisi de I'activitat (Hipotesi 3)

4.5.1. OBIJECTIUS

Determinar si hi ha variacions en la posicié dels capgrossos dins el got depenent de la

concentracié d’amoni a la que estiguin exposats.

4.5.2. MATERIALS, APARELLS | PRODUCTES

No es va utilitzar cap material ni producte.

4.5.3. PROCEDIMENT

El dia que vam iniciar I'experiment, ens vam adonar que en el tractament amb Ia
maxima concentracid, el de 160 mg/l, tots els capgrossos es tendien a posicionar a
prop de la superficie de I'aigua del got. El menjar es trobava al fons del got, per tant,
vam plantejar-nos que potser, els individus exposats a concentracions més altes eren
més inactius i menjaven menys i per la qual cosa es trobaven la major part del temps
prop de la superficie. En canvi els individus exposats a concentracions baixes es movien

de dalt a baix del got.

Vam decidir, doncs, anotar la posicido en que es trobaven els capgrossos de cada got

durant els 15 dies que va durar I'experiment.

4.5.4. CALCULS | TRACTAMENT DE DADES

Les dades sobre la posicid dels capgrossos van ser anotades sobre fulls de paper i un

cop finalitzat I'’experiment, es va elaborar una taula d’Excel i els grafics corresponents.
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5. Resultats

5.1. Hipotesi1
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Figura 19: Mortalitat acumulada dels capgrossos expressada en un grafic de barres.
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Figura 20: Mortalitat acumulada dels capgrossos expressada en un grafic lineal.

Durant els 15 dies que va durar la part experimental, la mortalitat dels capgrossos va
estar present a partir del tractament de 80 mg NH,'/| i especialment al de 160 mg

NH,"/l. En el grup control 1 i el de 10 mg NH,"/I, la mortalitat va ser d’un capgros a
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cada un dels grups, dada gens significativa, mentre que a la resta de grups no va morir

cap capgros.

Podem concloure que la mortalitat dels capgrossos de Pelodytes punctatus, durant el
periode de quinze dies, presenta mortalitat molt elevada a concentracions de 80 i 160
mg NH,'/l. Els capgrossos exposats a 80 mg/l van morir per complet el dia 15 i el
capgrossos exposats a 160 mg/l vam morir per complet el dia 7. La mortalitat no és
present a concentracions iguals o inferiors a 40 mg/|, per tant, podem afirmar que per
sota d’aquestes concentracions no té efectes sobre els capgrossos en relacié amb la

mortalitat.

Com ja s’ha explicat a I'apartat 2, el test més comu per a determinar la sensibilitat

d’una espécie a un contaminant és trobar els valors de LCs (lethal concentration).

Mortalitat larvaria al 7é dia
120
y=72,135In(x)- 253,6
R2= 0,8421 /
100 L
L
. 80
c
Q
4
= 60
E
6
= 40
20 /
D T T T . T T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 a0 0 60 70 20 o0 100 110 120 130 140 150 160 170
Amoni (mg/l)

Figura 21: Funcié logaritmica de la mortalitat al seté dia i valor de la LCs
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Aquesta grafica (Figura 21) mostra el calcul de la LC50. Ens indica la concentraci6 a la
qual mor el 50% de la poblacié de prova, és a dir, quina concentracié d’amoni produeix

la mortalitat del 50% de les larves de Pelodytes punctatus.

Aquesta dada s’ha calculat a partir dels valors de la mortalitat dels capgrossos al sete
dia de I'experiment i s’han utilitzat tres valors (x,y) , que corresponen a la concentracio
d’amoni i el % de mortalitat respectivament: (160, 100), (80, 87,5) i (40, 0). L’equacio
que s’ha fet servir és una logaritmica degut a que és la que dona un valor més alt de la
R2. Altres equacions com la recta i la polindmica no s’ajusten a les dades que tenim
donant una R* de només 0,6597 en el cas de la recta i donant valors impossibles en el

cas de la polinomica.
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Figura 22: Nivells mitjans, maxims i minims d'amoni (mg/l) en els diferents punts de mostreig. Dades
procedents del PICMA.
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Amb aquesta grafica s'obté que la mortalitat del 50% de les larves es produeix a una

concentracié de 67 mg NH,'/I. Aquesta dada ens indica que concentracions a la natura

gue siguin iguals o que superin els valors de LCsq podrien portar la poblacid a I’extincid.

Aguesta concentracid no es déna de forma habitual als canals del delta analitzats

(Figura 22) pero puntualment es poden superar aquests valors. També cal tenir en

compte que a la natura hi ha altres contaminants a més de |’ ié6 amoni que poden

actuar sinérgicament i incrementar els efectes sobre les espécies.

5.2. Hipotesi 2
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Figura 23: Rectes de regressio a partir de la mitjana de la longitud del cap-cos al llarg dels dies.
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Figura 24: Rectes de regressié a partir de la mitjana de la longitud de la cua al llarg dels dies.

Els grafics mostren les rectes de regressié de la mitjana de la longitud del cap-cos
(Figura 23), cua (Figura 24) i longitud total (Figura 25) dels capgrossos al llarg dels dies.

Els tres grafics tenen un patré similar.
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Figura 25: Rectes de regressié a partir de la mitjana de la longitud total dels capgrossos al llarg
dels dies.

Si observem els grups control (C1 i C2) veiem que la recta de regressido és quasi
paral-lela entre ells. Prenent aquests grups com a model, s’aprecia que els tractaments
de 10, 20 i 40 mg NH,"/I tenen un pendent semblant i per tant, tenen un creixement
similar, sent el tractament de 10 mg NH."/I el que ha experimentat un creixement
superior. En comparacid, els tractaments de 80 i 160 mg NH,'/I s’allunyen del patré:
els capgrossos del tractament de 80 mg NH,'/I quasi no han experimentat creixement i
els capgrossos del tractament de 160 mg NH4'/I presenten una recta de regressié amb

molt de pendent, cosa que ens indicaria que han experimentat una gran crescuda pero
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aquests resultats no sén valids perque el dia 5, degut a la gran mortalitat en aquest
tractament, només quedaven dos capgrossos que havien sobreviscut i eren els més
grans que hi havia. Per aquest motiu, al fer la mitjana aritmética va sortir tan elevada

el dia 5 mentre que el dia 1 la mitjana inclou capgrossos més petits a més dels grans.

Per tant, excloent el tractament de 160 mg NH,"/I, els capgrossos del tractament de 80

mg NH,"/1 sén els que no experimenten creixement.

5.3. Hipotesi 3

A continuacié es mostren els grafics resultat de I'estudi de la posicio dels

Capgrossos.
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Figura 26: Tant per cent de capgrossos posicionats a prop de la superficie a cada tractament el dia 2.
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Figura 27: Capgrossos situats a prop de la superficie en comparacié amb els capgrossos vius a
cada tractament el dia 2.
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Figura 28: Tant per cent de capgrossos posicionats a prop de la superficie a cada tractament el dia 2.
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Figura 29: Capgrossos situats a prop de la superficie en comparacié amb els capgrossos vius a cada
tractament el dia 3

La posicid dels capgrossos es va enregistrar tots els dies pero, al haver mort la majoria
dels capgrossos del tractament 160 mg NH,"/l i molts del tractament de 80 mg NH."/I,

només hem mostrat els grafics dels dies 2 i 3 en que encara hi havia individus vius.

Als grafics del dia 2 s’aprecia que el 100 % dels individus restants dels tractaments de
80 i 160 mg NH4'/I es posicionen a prop de la superficie i que els grups control tenen
valors clarament més baixos d’individus a prop de la superficie que la resta de
tractaments. Aixd pot voler dir que encara que en concentracions baixes no produeixi
mortalitat, si que es produeixi alguna alteracié del comportament o de la condicié

fisica.
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Quan observem els grafics del dia 3 podem veure que els individus del tractament de
160 mg NH,"/| segueixen estant tots a la superficie tot i que ja només queden quatre
vius. En el tractament de 80 mg NH,'/l, a diferéncia del dia 2, han disminuit els
capgrossos situats a prop de la superficie havent-hi un 72,7 %. A la resta de grups els

valors sén semblants.

En conclusid, la gran mortalitat a concentracions elevades no ens ha permés veure
resultats clarament concloents. No podem afirmar amb contundéncia que a
concentracions més elevades es mantinguin a la superficie perqué ens falten més
dades perd si que és cert que els tractaments de 80 i 160 mg NH,'/l tenen

percentatges més alts de capgrossos situats a prop de la superficie.

6. Conclusions del treball

Els resultats experimentals ens permeten comprovar si les hipotesis plantejades es
poden acceptar o rebutjar. Comengant per la primera hipotesi plantejada sobre la
mortalitat larvaria a elevades concentracions en preséncia d’amoni, podem concloure
que es corrobora. L’exposicié a concentracions creixents d’amoni, aixi com I'laugment
del temps d’exposicid, van incrementar significativament la mortalitat larvaria a
concentracions de 80 mg NH4'/l i 160 mg NH4'/I. En el calcul de la LC50, grafica s’obté

que la mortalitat del 50% de les larves es produeix a una concentracié de 67 mg NH;'/I.

La segona hipotesi, la qual afirmava que a concentracions elevades d’amoni es produia
una disminucié del creixement larvari, es pot acceptar. Els tractaments de 0, 10, 20 i 40
mg NH,4 "/l van experimentar un creixement similar, que es pot considerar com a normal.
En el grup de 80 mg NH,"/1 i el de 160 mg NH,"/l els resultats van ser molt diferents als
grups anteriors. El tractament de 160 mg NH,"/I es va descartar dels resultats degut a
que la gran mortalitat dels capgrossos no permetia veure la progressio correcta del
creixement. Es cert que el grup de 80 mg NH,"/I no va experimentar creixement, per la
qual cosa es pot considerar la hipotesi com a correcta, pero tenint en compte que també

hi va haver mortalitat en aquest grup, només es pot acceptar parcialment.
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Per ultim, la tercera hipotesi plantejada sobre la posicid dels capgrossos a prop de la
superficie de I'aigua quan eren exposats a altes concentracions no es pot acceptar.
S’ha vist una gran varietat de posicions en la majoria dels grups durant tots els dies.
Tot i aixi, és cert que quasi la totalitat dels capgrossos que romanien vius als grups de
80 i 160 mg NH,’/I es situaven surant vora la superficie de I'aigua, pero la gran
mortalitat que ha produit I'amoni en aquestes concentracions tant elevades no ha

permes establir unes conclusions fermes.

El treball, igual que la resta d’estudis sobre la contaminacio i els amfibis, reflecteix els
danys de I'amoni sobre I'espécie Pelodytes punctatus, és a dir, mostra |'accié d’una
substancia toxica de manera aillada. Per tant, cal tenir en compte que a la natura no
només es troba I'amoni, sind que també hi ha altres ions que causarien un efecte

sinérgic i provocar majors efectes sobre les espécies.
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ANNEX

Concentracio (mg NH4+/1 Total de capgrossos dial dia2 dia3 diad dia7 dia8 diag dia10
0mg NHa+/| 16 0 0 0 1 1 1 1 1
0 mg NH4+/| 16 0 0 0 0 0 0 0 0
10 mg NH4+/I 16 0 0 0 0 0 0 1 1
20 mg NH4+/I 16 0 0 0 0 0 0 0 0
40 mg NH4+/1 16 0 0 0 0 0 0 0 0
80 mg NH4+/1 16 0 4 5 5 14 14 15 15
160 mg NHa+/| 16 0 7 12 14 16 16 16 16

Taula 1: Nombre de capgrossos morts.

Concentracio (mg MH4+/ dial dia 2 dia3 diad dia7 dia 8 diag dia 10
0 mg NH4+/1 ] ] ] 6.25 6.25 6.25 6.25 6.25
0 mg NH4+/1 0 0 0 0 0 0 0 0
10 mg NH4+/I 0 0 0 0 0 0 6.25 6.25
20 mg NH4+/I 0 0 0 0 0 0 0 0
40 mg NH4+/| 0 0 0 0 0 0 0 0
80 mg NHA+/| ] 25 31.25 31.25 87.5 87.5 93.75 93.75
160 mg MH4+/1 ] 43.75 75 87.5 100 100 100 100

Taula 2: Tant per cent de capgrossos morts.
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40 mg NH4+/l 80 mg NH4+/l m 160 mg NH4+/I

Grafica 1: Tant per cent de capgrossos morts a cada tractament al llarg dels dies.
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Concentracid (mg NH4+/l  Total de capgrossos dial dia2 dia3 diad dia7 dia8 dia9 dia 10 diall dial4

0 mg NHa+ 16 16 16 16 15 15 15 15 15 15 15

0 mg NHa+ 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
10 mg NH4+/1 16 16 16 16 16 16 16 15 15 15 15
20 mg NH4+/1 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
40 mg NH4+/1 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
30 mg NH4+/1 16 16 12 1 1 2 2 1 1 1 0
160 mg NH4+/1 16 16 9 4 2 0 0 0 0 0 0

Taula 3: Nombre de capgrossos vius.

Tractament dial dia2 dia3 dia4d dia7 dias diag dia 10 diall dia 14

C1 7 10 9 7 2 14 3 13 11 2

c2 9 5 11 9 7 13 7 14 11 5
10 mg,"l 12 15 11 10 6 13 9 13 12 3
20 mg/I 11 12 10 6 5 16 5 14 10 7
40 mg/I 13 13 9 2 8 15 14 15 10 13
80 mg,"l 13 12 8 9 1 2 1 1 0 0
160 mg/I 14 9 4 2 ] 1] 0 0

Taula 4: Nombre de capgrossos situats a la superficie.

y=0,5245x + 16,486 y=0,5439x+13,369 y=0,7035x+9,8725 y=0,5289x+12,576 0,4445x+13,063 y=-0,0279x+13,37 y=0,997x +13,405
RA2=0,9337 R"2=0,6318 RA2=0,9806 RA2=0,8929 RA2=0,9573 RA2=0,253 RA2=1

Taula 5: Equacions de les rectes de regressié de la longitud del cap-cos i valor R al quadrat.

y=0,8087x+17,275  |y=1,0132x+22,517 |y=1,0844x +11,093 |y=0,9199x + 14,873 |y=0,8173x +14,466 |y=-0,1306x+ 15,462 |y=2,2419x + 15,511

RA2-0,6553 R"2=0,9996 R"2=0,9873 RA2=0,9778 RA2=0,9754 RA2=0,946 RA2=1

Taula 6: Equacions de les rectes de regressié de la longitud de la cua i valor R al quadrat.

y=1,3527x 30,644 |y=1,5237% +39,059 |y=1,7879x + 20,965 |y=1,4488x + 27,449 |y=1,2619x + 27,529 |y=0,1027x + 28,832 |y=3,2389x +28,915
RA2=0,6465 RA2=0,9536 RA2=0,9736 RA2=0,9739

Taula 7: Equacions de les rectes de regressié de la longitud total i valor R al quadrat.
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Grafica 2: Capgrossos vius i capgrossos situats a prop de la superficies al control 1 al llarg
del dies.
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Grafica 3: Capgrossos vius i capgrossos situats a prop de la superficies al control 2 al
llarg del dies.
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Grafica 4: Capgrossos vius i capgrossos situats a prop de la superficies al tractament
de 10 mg NH,"/I al llarg del dies.
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Grafica 5: Capgrossos vius i capgrossos situats a prop de la superficies al tractament de

20 mg NH,/1 al llarg del dies.
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Grafica 6: Capgrossos vius i capgrossos situats a prop de la superficies al tractament
de 40 mg NH,4'/I al llarg del dies.
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Grafica 7: Capgrossos vius i capgrossos situats a prop de la superficies al tractament
de 80 mg NH,4*/I al llarg del dies.
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Grafica 8: Capgrossos vius i capgrossos situats a prop de la superficies al tractament
de 160 mg NH,"/I al llarg del dies.
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