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Resum

La salinitzacié dels rius és un problema global que va a l‘al¢a. La legislacié vigent se centra en
la conductivitat i la salinitat, sense tenir en compte la concentracié dels ions que la provoquen.
L’objectiu d’aquest estudi és avaluar la toxicitat del CI" i el SO,? utilitzant Hydropsyche
exocellata com a organisme model. Hem quantificat la proporcié CI/SO, de diferents efluents
salins i els hem reproduit al laboratori a una conductivitat de 2500 uS/cm per estudiar els
efectes d’'un increment de cada i6 en H. exocellata. També hem volgut comprovar si existeix
una possible adaptacié poblacional causada per la exposicié a llarg termini d’'una alta salinitat,
per aixd hem utilitzat individus de dues poblacions exposades a diferents conductivitats. Els
experiments s’han dut a terme en un microcosmos dissenyat per imitar I'habitat del riu i
permetre’ns una facil manipulacio dels H. exocellata. Hem analitzat dos indicadors de resposta
a l'estrés: la frequéncia dels contraccions abdominals i la regularitat de les xarxes que teixeixen
per capturar l'aliment. La regularitat de les xarxes s’ha avaluat fent fotografies d’alta resolucio i
analitzant-les mitjancant técniques de processat d’'imatge. Per acabar, hem estudiat I'estat
fisiologic dels H. exocellata analitzant set biomarcadors. Els nostres resultants ens mostren que
els individus d’'una poblacié de baixa salinitat es trobaven significativament més estressats, fet
que ens indica que existeix una adaptacio poblacional a la salinitat. Pel que fa a la composicié
ionica, els nostres resultats suggereixen que el CI" és més toxic que el SO, i que la proporcié
Cl/SO, pot ser més important que la conductivitat total pel que fa a la resposta dels organismes
aquatics a la salinitzacié. Creiem que la normativa hauria de tenir en compte la composicié
ionica dels efluents i hi hauria d’haver un limit especific per a cada i6 per tal de protegir la
biodiversitat aquatica.

Abstract

River salinisation is a global and growing environmental problem. Current legislation focuses on
conductivity or salinity, disregarding of the concentration of each ion contributing to total salinity.
This study aims at evaluating the different toxicity of CI' and S0,? using the aquatic
invertebrate Hydropsyche exocellata as a test organism. We characterised CI/SO, ratio from
three wastewater effluents and reconstituted them at a conductivity of 2500 uyS/cm to study the
sub-lethal effects of increased of CI and SO4'2 concentrations on H. exocellata. We also
wanted to check a possible population adaptation due to long-term exposition to high
conductivities, so we used individuals from two populations exposed to different conductivities.
The experiments were performed in microcosms, designed to mimic the river habitat and, at the
same time, allowing for an easy manipulation of H. exocellata. We analysed two different
endpoints related to the stress response of H. exocellata: the frequency of their abdominal
contractions and the regularity of the nets they build to capture food. The net regularity was
assessed by taking high-resolution pictures of the nets and then analysing them using image-
processing techniques. Finally we studied the physiological state of H. exocellata by analysing
seven biomarkers. Ours results showed that individuals from a low salinity population had
significantly higher levels of stress, which indicates that there is a population adaptation to
salinity. Regarding the ionic composition our results suggest that Cl is more toxic than
SO,?and that the CI/SO, ratio might be more important than the total conductivity in
determining the response of aquatic organisms to salinisation. We think that the legislation
should take into account the ionic composition of wastewaters and there should be a specific
limit for each ion in order to protect freshwater biodiversity.
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INTRODUCCIO | OBJECTIUS

La salinitzacié, 'augment de la concentracié de ions dissolts en l'aigua, és un dels
majors problemes als que s’enfronten els rius avui en dia per a poder arribar a un estat
ecologic sa (Cafiedo-Arglelles et al., 2012). Diferenciem dos tipus de salinitzacio: la
primaria i la secundaria. La primaria és aquella que existeix per causes naturals,
normalment relacionades amb la geologia i la naturalesa del sol. La salinitzacié
secundaria, molt més frequent, és aquella provocada per activitats humanes com
I'agricultura, la desforestaci6, la mineria i molts tipus d’industria (paperera, teéxtil,
carnia...), que provoquen un augment de la concentracié de ions en l'aigua. Hi ha
altres fenomens que magnifiquen el problema, com la reduccié del cabal dels rius
provocada pel consum d’aigua, la reduccidé de les precipitacions derivada del canvi

climatic i el clima arid i poc plujos del nostre pais (Sereda et al., 2011).

Les activitats antropogeniques que provoquen salinitzacié generen efluents de
diferents composicions ioniques. Una de les principals causes de salinitzacié dels rius
sbn les empreses mineres (Richter et al., 2010), per exemple les mines de Cardona i
Saria que contaminen el riu Llobregat (Fernandez-Turiel et al., 2003). Els ions clorur
(CI i sulfat (SO,?) s6n els que més abunden en els vessaments de la mineria, SO,
domina en les extraccions de carbé pero Cl domina en la mineria de potassa (Cormier
et al., 2013b). L’agricultura és una altra activitat que també col-labora en la salinitzacié
dels rius, ja que per una banda comporta un augment de sals derivades de I'is de
fertilitzants, i d’altra banda és una de les activitats que més aigua consumeix. Un
exemple d’ecosistema molt afectat per la salinitzacié provocada per I'agricultura és el
mar d’Aral, que ha augmentat la salinitat provocant I'extincié de la major part dels
organismes aquatics i danys socioeconomics importants (Aladin et al., 2009). La
industria paperera també ha estat assenyalada com a responsable de 'augment de la
salinitat del sol i, en conseqliéncia, de les aiglies que es percolen per aquest sol
(Maheshwari et al., 2012). Altres activitats com el canvi d’us del sl (Jolly et al., 2001),
I'extraccio de petroli (Moquet et al., 2014) i la sobreexplotacié d’aquifers (Custodio,

2002) també sbn causes de la salinitzacié secundaria.

S’ha comprovat que la salinitzacio pot provocar reduccions important de la biodiversitat
aquatica (Pinder et al., 2005), que poden desembocar a canvis en el funcionament de
'ecosistema, com per exemple una disminucié de la descomposici6 de fullaraca
causada per la desaparicié d’efemeropters, plecopters i tricopters (Cafiedo-Arguelles
et al., 2015; Schafer et al., 2012), que son molt sensibles a la salinitat (Cormier, 2013).

Tot i el seu efecte nociu sobre els organismes aquatics, la salinitzacié dels rius es



troba poc regulada mundialment. Per exemple, en els paisos membres de la Unid
Europea tan sols existeixen recomanacions sobre els limits de conductivitat en les
aiglies superficials que es basen més en la palatabilitat per al consum huma i el dany
per corrosié per a les infraestructures que en la proteccié de la biodiversitat aquatica.
La normativa catalana considera que 6000 pS/cm és el limit permés per als
vessaments industrials (Catalunya, 2003), perd s’ha vist que en macroinvertebrats no
halofilics a valors més baixos ja hi ha una disminucié de la biodiversitat i que es pot

arribar a produir I'extincid d’algunes espécies (Pinder et al., 2005).

No existeixen gaires estudis sobre els efectes de diferents tipus de salinitat, ja que
normalment s’estudia I'efecte clorur sodic o simplement la conductivitat total. Es per
aixd que en aquest estudi hem volgut analitzar no la conductivitat total siné I'efecte
dels diferents ions causants d’aquesta conductivitat, jugant amb diferents proporcions
relatives. Existeix algun estudi centrat en aquest aspecte que afirma que és important
diferenciar entre diferents tipus de conductivitat (Kunz et al., 2013).

S’han dut a terme nombrosos experiments de toxicitat del NaCl al laboratori en els que
s’ha pogut determinar les dosis letals de sal per a diferents espécies de
macroinvertebrats aquatics (Berezina, 2003; Kefford et al., 2007). Tot i aixi, sén pocs
els estudis que s’han centrat en els efectes subletals de la salinitzacié (Hassell et al.,
2006; Zalizniak et al., 2009). Sota condicions d’alta salinitat, els organismes han de
destinar molta energia a I'osmoregulacié i aixd pot tenir conseqiiéncies en la seva
supervivéncia. Els efectes subletals recullen aquests canvis que no provoquen
directament la mort de l'individu perd que en condicionen el seu funcionament i, en
conseqliéncia, la viabilitat de la poblacié. La varietat d’efectes subletals estudiats és
molt amplia i recull molts processos fisiologics de l'individu (Cafedo-Arguelles et al.,
2013). En aquest estudi ens centrarem en alguns d’aquests efectes subletals per

explicar la toxicitat dels ions

Hem escollit Hydropsyche exocellata com a organisme model ja que reflecteix molt bé
I'estat ecologic (Sola & Prat, 2006). Hydropsyche exocellata és un tricopter molt
abundant als rius catalans i tolerant a la contaminacié (Bonada et al., 2003), fet que
ens permet aplicar-los uns tractaments de salinitat sense temor que siguin massa
agressius. A més a mes, sén organismes relativament grans i amb una resistencia
fisica que ens permetra poder-los manipular tant en la recol-leccié al riu com en la
manipulacié al laboratori. Sén facilment identificables a simple vista, ja que tenen una

pigmentacié molt caracteristica al cap (Tachet et al., 2000). Si a tot aixo afegim que és



una especie que ha estat estudiada en nombrosos estudis de contaminacio fluvial, el

converteix en un organisme ideal per al nostre estudi.

Per tenir una referéncia real hem analitzat la composicié quimica de diferents efluents
que originen algunes industries tipiques del nostre pais: la indUstria carnia, la indastria
paperera i la indUstria minera. Amb els resultats de la proporcié Cl/SO,4 obtinguts es
reproduiran al laboratori unes solucions amb els mateixos valors, aixi analitzarem els
efectes d’aquests dos ions exclusivament. Aplicarem tractaments amb aquestes
solucions sobre els H. exocellata per analitzar-ne alguns efectes subletals. La nostra
primera hipotesi és que una proporcid6 més alta de clorurs provocara uns nivells

d’estrés més elevats.

Hydropsyche exocellata teixeix unes xarxes que utilitza per captar 'aliment i construir-
se un refugi. La regularitat i simetria d’aquestes xarxes ha estat estudiada (Millet) i ens
va semblar una eina d’estudi molt interessant. Per aix0 hem dissenyat uns
microcosmos on els individus podran teixir les xarxes i les podrem fotografiar per
analitzar-les informaticament. Una major irregularitat en les xarxes reflectira un major
estat d’estres en els individus. Aquesta analisi ens permetra obtenir un indicador del

nivell d’estrés de l'individu des d’'un punt de vista comportamental.

Aquesta especie ha estat objecte de molts estudis de contaminaci6 fluvial (Bonada et
al., 2005; Barata et al.,, 2003) i aixd ens facilitara una base de coneixements i
experiéncia que ens permetra un estudi més exhaustiu. Utilitzarem lanalisi de
biomarcadors, que porta ja un important bagatge en I'estudi d’aquests tipus d’individus
(Barata et al., 2005). Els biomarcadors s6n una mesura dels nivells d’estrés com a
resposta a qualsevol pressid que produeix efectes a nivell fisiologic en lindividu.
Analitzarem diferents enzims i productes dels Hydropsyche per quantificar el nivell

d’estrés des d’un punt de vista fisiologic.

Per completar aquesta triada de variables estudiades, s’ha volgut provar un sistema
d’analisi de I'estrés que, al nostre coneixement, no té precedents. Els tricopters, com
alguns altres invertebrats de riu, tenen un sistema de respiracio per branquies. Quan la
corrent d’aigua és suficientment rapida aquestes es troben ben ventilades, perd quan
aquest no és el cas les ventilen activament mitjancant contraccions laterals de
I'abdomen (Philipson, 1978). Es un moviment molt caracteristic i que es pot veure a
simple vista, molt tipic quan es manipula l'insecte i se l'introdueix en un recipient amb
aigua on no hi ha corrent. Aixi doncs, hem volgut aprofitar la simplicitat de I'analisi

d’aquesta variable i buscar una relacié entre un major estat d’estrés amb una menor



activitat en les contraccions. S’ha decidit utilitzar la frequéncia d’aquestes contraccions

com a estudi de I'estrés des d’un punt de vista d’estat fisic.

Per acabar, hem analitzat un altre aspecte de la salinitzacié que ha estat poc estudiat:
la capacitat de les poblacions d’adaptar-se a alts nivells de salinitat. Per aixd es
recol-lectaran individus de dues localitats amb conductivitats diferents. La segona
hipotesi és que els individus de la poblacié que ha estat sotmesa a uns valors de
conductivitat més elevats toleraran millor els tractaments de salinitat i es reflectira ens

uns nivells d’estrés més baixos.

Resumint, volem testar I'efecte toxic de diferents proporcions dels ions clorur i sulfat
analitzant els efectes subletals de dues poblacions d’Hydropsyche exocellata. Les
nostres hipotesis son que el clorur té un efecte més toxic que el sulfat i que la toxicitat
dels ions es veura pal-liada en les poblacions que han estat exposades a salinitats

més elevades.



METODOLOGIA

Obtencio dels organismes per als experiments al laboratori

L’obtencio dels individus d’Hydropsyche exocellata per als experiments s’ha fet en dos
punts de diferents caracteristiques pel que fa a la salinitat. Un primer punt el trobem a
El Pont de Vilomara (L102), amb una salinitat mitjana 1316 uS/cm (Prat et al, 2012). El
segon punt es troba al municipi de La Garriga (B10), amb una salinitat mitjana de 437
puS/cm. Els dos punts formen part de la xarxa Ecostrimed, que recull dades bioldgiques
i fisicoquimiques des de fa més de 20 anys (Prat et al., 2000). La diferéncia de
conductivitat entre ambdds punts és significativa (Figura 1). L’extraccié es va dur a
terme aixecant codols del riu i agafant els individus cuidadosament amb unes pinces i
dipositant-los dins una nevera portatil amb aigua freda (a temperatura similar a la del
riu).

Per evitar estrés als insectes i aixi reduir possible error per culpa d’aquest factor,
'experiment es va comencar immediatament després de la recol-leccid dels H.
exocellata. Es van recollir, de cadascuna de les dues localitzacions, un total de 80
individus de I'tltim estadi larvari, evitant individus petits per tal de reduir la variabilitat
deguda a la major mortalitat que tenen els individus en estadis inferiors en front a
I'estres.

1500

Conducivitat (uS/cm)
1000

500

B10 L102

Figura 1. Conductivitats en pS/cm dels dos punts d’extraccié d’Hydropsyche (B10
correspon a La Garriga i L102 al Pont de Vilomara). Els valors usats un total de 10
mesures realitzades entre el 2007 i el 2011. La diferéncia és significativa (p=0.00434).



El disseny del microcosmos

El disseny final del microcosmos on es va dur a terme I'experiment va comportar
multiples modificacions des del primer disseny que s’havia fet basant-se en uns
dissenys que s’havien fet servir anteriorment per a un experiment similar (Millet).
L’objectiu del muntatge era aconseguir un sistema on es trobés en equilibri la
comoditat dels insectes amb la possibilitat, per part nostra, d’observar les xarxes i
poder-los manipular facilment. El procés va passar per diferents fases, que es poden

trobar a ’Annex.

Dels dissenys provats el que millors resultats va oferir va ser el de la superficie llisa
cara amunt amb escuradents disposats en quadricula i separats 1 cm entre ells. Es va
optar per la disposicié quadriculada de mitjos escuradents i no sencers, ja que aixi hi
ha més espai per a la fotografia de les xarxes. Una innovaci6 al sistema anterior va ser
unir tots els escuradents amb un fil de cosir negre, ja que ofereix un nou punt de suport
als Hydropsyche per a poder teixir la xarxa i, en ser de color negre, no interferira en la
fotografia. D’aquesta manera, trobarem un quadrat complet de 1 cm de costat entre

cada escuradents.
El material necessari per cada muntatge és:

e Safata de PVC de 34 cm d’amplada i 50 cm de llargada.
e Planxa de poliestiré extruit llis de 2 cm de gruix.

e 560 escuradents rodons partits per la meitat.

e Fil de cosir negre.

e Pintura amb base de silicona.

¢ Arena fina neta (sense pols).

e Malla de 1,2 mm de porus.

e Cinta americana.

e Bomba d’aigua submergible.

o Tubs de polietile i de silicona que s’adaptin al sortidor de la bomba.
o Colzes de 90°i taps que s’adaptin al tub de polietilé.

e Brides petites de plastic.

o Eines varies: cuter, tenalles, alicates, pinzell, tisores...



Primer de tot ens cal retallar la planxa de poliestiré perqué mesuri 33 cm d’amplada i
35 de llargada. Per a un millor resultat, es pot retallar els laterals de la planxa perqué
s’adaptin a la inclinacié dels laterals de la safata. El segon pas és retallar un tros de
malla de 1,2 mm de porus perque limiti el pas dels insectes i els obligui a estar sobre la
planxa de poliestire, necessitarem un tros de 34 cm d’amplada i aproximadament 10
cm d’algcada. Amb cinta americana, que és resistent a I'aigua, ho enganxarem tot tal
com podem veure a la Figura 2, procurant que la cinta americana segelli completament

la planxa de poliestire i eviti el pas de 'aigua cap a la part de sota.

El seguent pas és el recobriment amb arena, com ja hem fet en els muntatges
anteriors. Es tracta d’escampar una fina capa de pintura de silicona i cobrir-ho amb
abundant arena, que retirarem per inclinacié al cap de pocs minuts. L'arena queda
enganxada i forma un substrat ideal per als H. exocellata, ja que té rugositat per a
poder-se desplacar, a la vegada que és una capa molt fina que no interfereix en la

forma de les xarxes.

Un cop la pintura s’ha assecat, procedirem a clavar els 560 mitjos escuradents amb 1

cm de separacio entre ells. Es recomanable ajudar-se d’alguna plantilla, com podria

ser una reixeta (Figura 3) per aconseguir regularitat en la disposicié dels escuradents.

Figura 2. Cal segellar bé tots els costats i, sobretot, la part de sota de la Figura 3. Per mantenir 1 cm de separacid entre els escuradents ens
planxa per evitar el pas de l'aigua. Si arribés a entrar aigua sota la podem ajudar d’una plantilla. En el nostre cas ens hem ajudat d’'una
planxa, aquesta suraria i quedaria exposada fora de 'aigua. reixeta, pero qualsevol altre sistema també serviria.



En el nostre muntatge hem agrupat els escuradents en dos rectangles de 10 x 28
unitats, separats per 10 cm d’espai buit, de manera que hem obtingut el que podem
veure a la Figura 4. Tot i aixi, mentre es respecti la distancia de separacié entre

escuradents la seva distribucié no és important.

Un cop col-locats els escuradents, podem prosseguir i afegir-hi el fil de cosir negre. La
manera més rapida i senzilla consisteix en, amb un sol tros de fil llarg, unir tots els
escuradents d'un rectangle donant una volta a cada escuradents. S’ha d’intentar
mantenir sempre una altura d’aproximadament 1 cm, d’aquesta manera aconseguim
crear un marc on els Hydropsyche tinguin tot el suport necessari per a teixir-hi la xarxa

(Figura 5). Els extrems del fil es nusen a I'escuradents final i inicial i, per assegurar que

no es desfacin, s’hi aplica una gota de cola instantania.

hf Z///( ,///
,
’ /1//,/ ,,///

;"

Figura 4. Distribucio final dels escuradents, en aquest cas els hem distribuit en dos
blocs i mantenint una distancia de separacié de les parets de la safata.

Figura 5. Detall del fil de cosir que uneix lateralment els

escuradents. La rugositat dels escuradents juntament
amb la tensié del fil impedeix que aquest es desplaci
amunt o avall, de manera que queda fixat.



Figura 6. Muntatge acabat i en funcionament del microcosmos definitiu per a Hydropsyche exocellata.

Finalment, i per acabar, només falta muntar la canalitzacié de l'aigua. El sistema
consisteix en dos tubs, units entre ells per un colze de 90° i unit a la bomba per un tros
de tub de silicona més petit (Figura 6). Amb uns petits forats a la safata i unes brides
de plastic, es fixa el tub a una altura superior al nivell de l'aigua per evitar que els
Hydropsyche utilitzin I'espai entre el tub i la safata com a refugi. L’extrem del tub que
no es troba connectat a la bomba es tapa amb un tap i es fa un total de 6 forats al tub,
orientats de tal manera que no impactin directament contra el rectangle d’escuradents.
La bomba se situa al reservori d’'aigua que hi ha al tros de safata que no queda

recobert per la planxa de poliestire.

Elaboraci6 dels efluents salins

Si es vol estudiar els efectes de les diferents proporcions idniques no ens podem
limitar a utilitzar els propis efluents, ja que aquests poden tenir altres ions o productes
quimics que no controlem i que ens alterin els resultats. Per tal d’aconseguir uns
solucions que només difereixin en la concentracié de sulfat i clorur, es va quantificar
els efluents reals de les tres indastries i del riu i es va fer una reproduccio al laboratori
del seu contingut en sals. El procediment de quantificacié de clorur i sulfat es va fer
seguint els métodes estandards segons Cleceri et al. (1998). Els resultats es poden
veure a la Figura 7. Per tal de reproduir les concentracions de sals dels diferents
efluents es va utilitzar NaCl per al clorur i Na,SO, per al sulfat per fer unes solucions a
250 g/L, d’'aquesta manera amb una petita addicié a les safates que practicament no

altera el volum d’aigua s’aconsegueixen grans canvis en la conductivitat.

10



Sulfats (mg/L) Clorurs (mg/L) ClI'/SO,

Riu 0,1325 248,5 1875,2
Minera 1,2462 213000 170923,7
Carnia 0,1359 74,55 548,9
Paperera 0,1978 1065 5384,2

Figura 7. Concentracions obtingudes en les valoracions volumeétriques dels efluents de les industries
minera, carnia i paperera i de I'aigua del riu. A la tercera columna es mostra la proporcié CI'/SO,, que és el
que ens interessa a I'experiment.

Disseny experimental

Els dos factors que volem estudiar son el tractament i la poblacié. El tractament
compren gquatre nivells (Control, Minera, Carnia i Paperera) i la poblacié dos (Pont de
Vilomara i La Garriga). Es van utilitzar 8 safates per cobrir totes les 8 possibles

combinacions.

Les safates es van preparar amb el muntatge d’escuradents explicat anteriorment en
una cambra frigorifica a 10°C, simulant la temperatura aproximada de l'aigua del riu
quan es van capturar els individus. La cambra es trobava a les fosques, ja que els
Hydropsyche viuen sota les pedres i preferentment en llocs amb poca llum, exceptuant
els breus moments en que hi entravem per fer les
observacions. Cada safata contenia 3 litres
d’aigua del riu on es van recollir els Hydropsyche
corresponents (Figura 8). L’experiment es va dur
a terme els dies 3, 4, 5 i 6 de marg a la
Universitat de Vic.

El primer dia al mati es va anar a col-locar les
safates a la cambra frigorifica i a fer la
comprovacié per tal que totes funcionessin bé,
que no hi hagués fuites d’aigua i les bombes
fessin circular 'aigua adequadament. A la tarda
es va procedir a recol-lectar els Hydropsyche
exocellata de les dues localitats, seleccionar els
gue estaven més actius i col-locar-ne 15 a cada

safata.

Figura 8. Les 8 safates en la cambra frigorifica a 102C.
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El segon dia, 4 de marg, al mati es va fer el recompte d’individus vius i es van
fotografiar les xarxes que havien teixit durant la nit. Després de ser fotografiada i
anotada, cada xarxa es retirava. Les fotografies es van fer amb una camera Nikon
D7100 amb un objectiu Sigma 17-70 mm 1:2.8-4 DC @ 72. Per aconseguir una millor
il-luminacié i reduir les ombres es van utilitzar dues lampades. En acabat, es van fer
les addicions de les solucions que simulaven els efluents fins aconseguir una

conductivitat de 2500 uS/cm, excepte en el control.

El tercer i quart dia al mati es va dur a terme el mateix procediment: recompte
d’individus, fotografia i extraccio de les xarxes. L'ultim dia es van guardar 5 individus
de cada safata (10 en el tractament control) en gel sec per a I'analisi de biomarcadors i
per fer I'estudi de I'activitat es van gravar 5 individus de cada safata en un fons blanc,

per més tard analitzar-ho.

Els resultats comporten la quantificacié de tres variables: estat fisic (contraccions
abdominals), estat fisiologic (biomarcadors) i estat comportamental (regularitat de les

xarxes).

Estudi de I'estat fisic

Les contraccions abdominals depenen de la salut general de I'insecte i del seu estat
fisic, és a dir, de la falta d’estrés que engegui els mecanismes d’homeostasi. Si un
individu es troba en mal estat no podra invertir tanta energia en el moviment. S’ha
agafat una safata amb un fons blanc per donar més contrast d'imatge, s’ha omplert
d’aigua i s’hi ha enfocat una camera que gravava un video. Amb unes pinces i la
maxima suavitat possible s’han anat introduint fins un total de 5 Hydropsyche a la
safata, mentre la camera gravava. Més tard s’ha comptat el nombre de contraccions
que duien a terme els insectes els primers 10 segons que estaven a la safata i s’han

calculat les contraccions per segon de cada individu.

Estudi de I'estat fisioldgic

Per saber quin és el dany que la salinitat fa a 'organisme s’han utilitzat biomarcadors.
Els biomarcadors estudiats en aquest experiment son la superoxid dismutasa (SOD),
la catalasa (CAT), el glutati6 (GSH), el glutati6 S transferasa (GST), la acetil
colinesterasa (AchE), la peroxidacié dels lipids (LPO), el dany en el DNA i el lactat

deshidrogenasa (LDH). Els biomarcadors recullen un ampli ventall de funcions
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fisiologiques que ens mostren un estat d’estrés fisioldgic dels Hydropsyche exocellata
(Figura 9). Abans de dur a terme un estudi de biomarcadors per una espécie s’ha de
fer el que s’anomena optimitzacid, que consisteix en estudiar la concentracié de
proteina Optima per a I'estudi. Cal dur a terme el mateix protocol que per al propi estudi
de biomarcadors perdo amb diferents concentracions de proteina, per aixi trobar quina
de les concentracions ens ofereix millors resultats. Aquest procediment es duu a terme
amb individus del tractament control. El protocol seguit en cadascun dels biomarcadors
es basa en treballs realitzats pel grup de recerca F.E.M. juntament amb el laboratori de
Carlos Barata del CSIC (Barata et al., 2005; Damasio et al., 2011; Prat et al., 2013).

Biomarcador Descripci6 general

Superoxid Dismutasa Enzim antioxidant. Dismutaci6 de O? en H,O, i

(SOD) oxigen.

Catalasa (CAT) Enzim antioxidant. Descomposicié de H,O, en aigua i
oxigen.

Glutatié (GSH) Antioxidant endogen. Elmina ROS (espécies reactives
de l'oxigen)

Glutatié S-transferasa Es conjuga amb metabolits de fase |, consumint GSH

(GST) i excretant-lo.

Acetil Colinesterasa Implicat en la hidrolisi del neurotransmissor

(AchE) acetilcolina. La seva inhibicié provoca neurotoxicitat.

Peroxidacio lipidica (LPO) Estres oxidatiu provocat per I'excés de ROS.
Lactat Deshidrogenasa Toxicitat general.
(LDH)

Figura 9. Llista dels biomarcadors analitzats i una breu descripcié de cadascun.
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Estudi de la reqularitat de les xarxes

En aquesta part s’ha treballat conjuntament amb un enginyer que ens ha programat
amb Matlab un procediment per analitzar la regularitat de les xarxes de forma

automatica.

Primer de tot cal tractar la imatge per a eliminar el soroll de fons i deixar tan sols el
dibuix de la xarxa teixida pels insectes. Per aixd s’han emfatitzat els contorns aplicant
filtres passaalt de tipus Prewitt a la fotografia. Gracies a aixd obtenim una imatge on

només veurem la xarxa de color blanc sobre un fons negre (Figura 10).

Acte seguit, s’aplica la transformacié directa del cosinus (DCT). En passar a aquest
domini, si una imatge presenta molta regularitat sera representada per pocs coeficients
(amb molta energia cadascun) mentre que si és més irregular necessitara més
coeficients (amb menys energia cadascun). Es tracta d’'una base de senyals, com més
regularitat té la imatge menys senyals es necessitaran, perd hi haura una major
repeticié d’aquestes. Del punt anterior deduim que si totes les transformacions tenen la
mateixa energia total la suma dels coeficients és la mateixa, ja que es normalitza. Si
mirem quants coeficients representen el 90% de l'energia total, en el cas de les
imatges més regulars aquest nombre sera menor. Aixi doncs, aquest és el criteri per

comparar la regularitat de els imatges.

Figura 10. Fotografia d’una xarxa teixida pels H. exocellata abans (esquerra) i després del tractament d’imatge amb un filtre

passaalt de tipus Prewitt.

Analisi estadistic

L’analisi estadistic dels resultats s’ha fet amb el programa R (R Development Core
Team, 2011). S’ha dut a terme analisis de la variancia i test de Tukey per tal de
comprovar la significacié de la diferéncia entre els tractaments que hem aplicat i, per
representar-ho graficament, s’han utilitzat boxplots. Un p-valor per sobre de 0.05 s’ha

considerat no significatiu.
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RESULTATS

Eficacia del microcosmos

Els dispositius on s’ha dut a terme I'experiment han resultat ser molt eficagos. Es van
utilitzar un total de 8 safates en les quals es va introduir 15 individus d’Hydropsyche
exocellata a cadascuna. La mortalitat de I'experiment va ser molt baixa, només van
morir 2 individus al llarg dels tres dies. Si bé alguns individus es van fixar fora de la
zona dels escuradents, la majoria van fer-ho dins de la zona dissenyada, i els que no
ho van fer també van teixir xarxes fotografiables utilitzant altres elements de la safata
com a suport. Tot i que no tot els individus van teixir xarxes, el nombre total va ser

satisfactori (Figura 11).

Per tant, podem dir que els experiments no es van veure afectats per problemes

técnics o la falta d’eficacia dels muntatges per acollir els Hydropsyche.

Tractament Nombre de xarxes Individus morts
PDV-Control 34 1
PDV-Mineria 29 1
PDV-Paperera 39 0
PDV-Argal 25 0
G-Control 10 0
G-Mineria 33 0
G-Paperera 29 0
G-Argal 38 0

Figura 11. Total de xarxes teixides i individus morts per a cada tractament al llarg de I'experiment.

Estat fisic dels Hydropsyche en finalitzar 'experiment

El comptatge de contraccions abdominals per segon ha mostrat diferéncies
significatives tant entre poblacions com entre tractaments. La freqliéncia de
contraccions dels Hydropsyche ha fluctuat entre 2,2 contr/s i 4 contr/s, amb una
mitjana de 3,2 contr/s. Pel que fa a I'estudi poblacional ha mostrat que els individus de
La Garriga tenien una frequéncia de contraccié major que els del Pont de Vilomara
(Figura 12), tot i que aquests ultims venien d'una poblaci6 exposada a una
conductivitat més elevada. La resposta entre tractaments ha estat significativament
diferent entre “Paperera” i “Carnia”, sent aquesta ultima significativament més elevada
(Figura 13).
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Figura 12. Boxplot de la freqiencia de
contraccions dels H. exocellata segons la variable
Poblacié. La poblacié de La Garriga (G) mostra
uns valors més elevats que la del Pont de

Figura 13. Boxplot de la freqiiéncia de
contraccions dels H. exocellata segons la
variable Tractament. El tractament “Carnia” (A)
té valors més elevats que “Paperera” (P)

Vilomara (PDV) (p=3¢e™). (p=0.0114).

Biomarcadors

Hi ha hagut diferents biomarcadors que han respost de manera significativa als
tractaments, hem trobat diferéncies significatives en el nivell d’estrés entre poblacions i
també entre tractaments. La peroxidacié dels lipids (LPO), el glutatié S-transferasa
(GST) i la superoxid dismutasa (SOD) han mostrat valors d’estrés més elevats en els

H. exocellata extrets de La Garriga (Figura 14). Només el glutati6 (GSH) mostrava

valors significativament més elevats en la poblacio del Pont de Vilomara.
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Figura 14. Boxplots dels resultats dels biomarcadors que mostren valors significativament més elevats en La
Garriga (G) que en el Pont de Vilomara (PDV). (p=3e™® en tots quatre casos)
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Figura 15. Boxplots dels resultats dels biomarcadors en funcio del tractament. En LPO el tractament “Paperera” (P)
és significativament més alt que “Control” (C) (p=0.044). En LDH el tractament “Paperera” (P) és significativament
més alt que “Carnia” (A) (p=0.004) i que “Control” (p=0.028)

Pel que fa a la composicio ionica, la peroxidacio lipidica (LPO) mostrava valors
significativament més elevats en el tractament “Paperera” que en el “Control” i el lactat
deshidrogenasa (LDH) mostrava valors més elevats en el tractament “Paperera” que

en “Carnia” i “Control” (Figura 15).

Reqularitat de les xarxes

La regularitat es mesura en el nombre de coeficients necessaris per representar el
90% de I'energia total, tal com hem explicat anteriorment en la metodologia. Recordem
que un nombre major de coeficients suposara una xarxa meés irregular i viceversa.

Recordem, també, que les xarxes es van fotografiar al llarg de tres dies diferents.

En Tlanalisi de regularitat del segon dia vam obtenir valors d’irregularitat
significativament més elevats als individus de la poblacié de La Garriga, una poblacio
menys exposada a altes conductivitats, que en els individus del Pont de Vilomara
(Figura 16).

Coeficients
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| |

i
r

Poblacid

Figura 16. Boxplot de la irregularitat de les xarxes mesurada
en coeficients necessaris per explicar el 90% de I'energia. La
poblacié de La Garriga té uns valors més elevats que la del
Pont de Vilomara (p=0.034).
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Hem obtingut un total de 10 resultats significatius de I'analisi de biomarcadors, el

desordre de les xarxes i el moviment dels individus. (Figura 17). Els individus de La

Garriga s’han mostrat significativament més estressats amb els biomarcadors LPO,

GST i SOD; en canvi el biomarcador GSH ha donat valors d’estrés significativament

més elevats als individus del Pont de Vilomara. Els individus que han rebut el

tractament “Paperera”, baix en sulfat, s’han mostrat significativament més estressats

pels biomarcadors LPO i LDH. El segon dia els individus de La Garriga han teixit

xarxes significativament més irregulars que els del Pont de Vilomara. Els individus de

La Garriga han mostrat una freqiiéncia de contraccions abdominals significativament

superior, igual que els del tractament “Carnia” en comparacio a “Paperera”.

Biomarcadors

Xarxes

(desordre de les xarxes)

Moviment

(contraccions/segon)

(nivell d’estres)
Poblacio

LPO G>PDV

(mg prot)

LPO G>PDV

(g ww)

GSH PDV>G

(g ww)

GST G>PDV

LDH no sign.

CAT no sign.

SOD G>PDV

AchE no sign.

Tractament
P>C

no sign.

no sign.

no sign.
P>A

no sign.
no sign.

no sign.

Poblacié Tractament

Dial nosign. no sign.

Dia2 G>PDV no sign.

Dia3 nosign. no sign.

Contr/s

Poblaci6 Tractament
G>PDV A>P

Figura 17. Taula resum dels resultats que han mostrat diferencies significatives (p<0.05). Mostra els resultats de biomarcadors,
desordre de les xarxes i el moviment dels Hydropsyche. Poblacid: PDV (Pont de Vilomara, poblacié exposada a conductivitat alta),

G (Garriga, poblacié exposada a conductivitat baixa). Tractament: C (Control, no addicid), A (Carnisseria, Cl/SO, baixa), P
(Paperera, Cl/SO, mitja), M (Mineria, Cl/SO, alta).
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DISCUSSIO

L’'objectiu d’aquest estudi és testar la toxicitat de diferents combinacions dels ions
clorur i sulfat i comprovar si afecta d’igual manera a una poblacié que ha estat més
exposada a la salinitat que a una que no ho ha estat tant. D’altra banda, hem volgut
experimentar amb uns sistemes per analitzar I'estrés dels individus que no han estat
estudiats fins el moment, la regularitat de les xarxes teixides i la freqléncia de
contraccions abdominals. Per contrastar-ho amb métodes ja utilitzats previament hem

utilitzat 'analisi de biomarcadors.

L’estat fisic, reflectit en la freqliéncia de les contraccions abdominals, s’ha mostrat
superior en el tractament “Carnia” que en el “Paperera”, (Figura 13) confirmant la
hipotesi de que el clorur té un efecte més toxic que el sulfat. Contrariament al que
esperavem, els individus de la poblacié de La Garriga han mostrat un millor estat fisic
que els del Pont de Vilomara, aquest ultims provenint d’'una poblacié més exposada a
la salinitat (Figura 12). Cal tenir en compte que, quan analitzem el moviment dels
individus, estem suposant que una freqiiéncia més alta de contraccions significa un
millor estat fisic. No coneixem del cert aquesta relacio i podria ser que estiguéssim fent
una mala interpretacio dels resultats. Podria donar-se el cas que en un pitjor estat fisic
els Hydropsyche mostressin més activitat per tal de buscar aliment o refugi. La
frequiéncia de les contraccions és un fenomen que ha estat poc estudiat i no se'n

disposa de gaire informacio.

Pel que fa a la regularitat des les xarxes, la nostra hipotesi era que una poblacié
exposada a més salinitat toleraria millor els tractaments i teixiria unes xarxes meés
regulars. El segon dia d’experiment s’han trobat valors d’irregularitat significativament
superiors en els individus de la poblacié de La Garriga, exposada a menys salinitat
(Figura 16). Aix0 ens confirma la hipotesi i ens fa pensar que existeix algun

mecanisme d’adaptacié poblacional a la salinitat.

Els resultats obtinguts en l'analisi dels biomarcadors LPO, GST i SOD recolzen la
hipotesi que afirma que els individus de La Garriga tenen nivells d’estrés més elevats
que els del Pont de Vilomara quan se’ls exposa a condicions de major salinitat (Figura
14). Els valors obtinguts mostren nivells d’estres relativament baixos si ho comparem
amb altres dades d’estudis similars (Barata et al., 2005) i mostren estrés a diferents
nivells. La causa de la diferéncia entre ambdues poblacions es pot trobar en una
adaptacio poblacional, ja que el Pont de Vilomara ha registrat al llarg dels ultims anys
una conductivitat major que La Garriga (Figura 1). L’adaptacié poblacional a la salinitat

es coneix en bacteris (Kartal et al., 2006) i en plantes (Hameed & Ashraf, 2008), pero
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quan parlem d’invertebrats les evidéncies sén més limitades. S’ha comprovat que hi ha
copépodes, com Eurytemora affinis, que demostren una rapida adaptacié a sistemes
no salins quan provenen d’ambients marins (Posavi et al., 2014). D’ambients no salins
a salins se’n coneixen pocs casos en invertebrats, un cas és Daphnia pulex, tot i que
es discuteix si el mecanisme és evolutiu o ecologic (Wider & Hebert, 1987). Seria
interessant aprofundir en aquest aspecte per a poder demostrar realment que existeix
una adaptacid poblacional com la que estem estudiant. Un experiment interessant
seria dur a terme el mateix procediment pero analitzar la resposta en poblacions amb
registres de salinitats molt més extremes i, en comptes de sotmetre els individus a
diferents proporcions de CI/SO,, oblidar-nos del sulfat i dissenyar tractaments amb
diferents concentracions absolutes de clorur. D’aquesta manera podriem aillar I'efecte

de I'adaptacio poblacional al clorur.

Els tractaments aplicats, ja que s’han basat en efluents reals, no recullen un rang ampli
de les proporcions CI/SO, possibles. El tractament Control no sembla provocar
respostes més positives per als Hydropsyche, malgrat sigui el que té una conductivitat
més baixa (1407 i 1075 uS/cm per a Pont de Vilomara i La Garriga, respectivament),
tan sols en el biomarcador LPO tenim millors resultats en el tractament “Control” quan
el comparem amb el tractament “Paperera”. El tractament “Carnia”, en canvi, ofereix
millors resultats en el biomarcador LDH i en la frequéncia de contraccions. Es el
tractament al que millor han reaccionat els individus, fins i tot millor que el “Control”.
Una possible explicacié a aquest fet seria que el tractament “Carnia” és el que té la
proporcidé CI/SO, més baixa i ens convidaria a pensar que importa més la proporcié de
ions que no pas el total. Tenint en compte que la diferéncia de conductivitat entre el
tractament “Control” i els altres tractaments és d’entre 1000 i 1500 uS/cm, uns valors
relativament baixos, podriem arribar a concloure que és més important la composicié
ionica que no pas la conductivitat total dels efluents. Aquest fet coincideix amb els
resultats de Kunz et al. (2013) en els que es demostra que la salinitat té diferents
efectes sobre els macroinvertebrats segons la seva composicié ionica, i amb els
resultats de Mount et al. (1997) que afirmen que el i6 clorur és més toxic que el i6
sulfat. Veient que en el tractament “Carnia”, més ric en sulfats que el “Control”, els
individus es mostren menys estressats podriem considerar que la preséncia de sulfat

té un efecte positiu i que compensa I'efecte perjudicial del clorur.

Els individus del tractament “Carnia” que han estat exposats a aigua de riu durant un
dia i posteriorment se’ls ha aplicat un tractament de salinitzacié que ha provocat una
disminucié de la proporcié Cl/SO,, s’han mostrat menys estressats que els individus

del tractament “Control” exposats tan sols a aigua de riu, tot i que aquests tenien una
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conductivitat més baixa. Els nostres resultats suggereixen que la preséncia de NaSO,4
disminueix la toxicitat del NaCl. Existeixen uns resultats encara no publicats (Popova
et al.) on demostren un fenomen similar en Daphnia, que amb uns tractaments de
salinitzacio amb barreja de ions (NaCl, MgCl, i KCI) els individus pateixen menys
mortalitat que amb un tractament de salinitzaci6 amb un sol i6 (NaCl). Igual que la
preséncia de Mg i K ha reduit la toxicitat del Cl en els experiments de Popova et al., el
i6 SO4 ha mostrat la propietat de reduir la toxicitat del i6 Cl en els nostres experiments.

Aspectes a millorar per a futures investigacions

El disseny experimental ha donat uns resultats molt satisfactoris pel que fa a
supervivencia dels individus i a la seva activitat, perd tractant-se d’'un disseny
experimental sense precedents li falta una mica de rodatge i dedicar-hi temps per a
perfeccionar-lo. Vistos els resultats, tenim una llista de possibles millores al disseny

experimental que ens podrien oferir millors i més solids resultats si les apliquéssim.

L’analisi de biomarcadors es troba sovint limitat per la biomassa disponible per a
I'analisi, sobretot quan es treballa amb animals de petites dimensions. Amb més
individus destinats a aquest analisi s’hagués pogut obtenir més répliques, dur a terme
una millor optimitzaci6 i utilitzar majors concentracions de proteina per a l'analisi.
Centrant-nos en els biomarcadors, hagués estat interessant no analitzar-los tan sols
I'dltim dia d’experiment, siné prendre’n mostres cada dia per aixi poder veure'n

I'evolucid, tal i com hem fet amb la regularitat de les xarxes.

Els tractaments de salinitat als que s’ha sotmés els Hydropsyche estan basats en les
concentracions reals dels afluents de les industries i ens déna una idea sobre com
afecten realment la inddstria als individus, perd no ens ofereix un rang de proporcions
Cl/SO, gaire complet. Seria interessant escollir les proporcions per recollir un conjunt
de valors més ben repartit i que no tingués valors tan alts com el tractament “Mineria”,
que practicament no contenia sulfats. Hem vist que hi ha hagut molt poques morts dels
individus durant I'experiment i les poques que hi ha hagut han estat abans d’aplicar-los
el tractament, per tant seria raonable pensar que es pot aplicar concentracions més
altes de sals per obtenir una resposta meés significativa i no provocar una mortalitat
rellevant. L’altra via per obtenir més resposta és allargar el temps d’exposicié a la sal,
de tan sols 2 dies en aquest experiment. Seria interessant introduir diferents
tractaments amb un Unic i6 com a causant de la salinitat, sempre restringint-nos als

limits que es troba en la realitat, per aixi poder aillar I'efecte que aquest té sobre els
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individus. Hi ha, pero, la limitacié de la quimica, ja que no es pot afegir un i6 sense el
que I'acompanya. En aquest experiment, per exemple, per augmentar la concentracio
de clorurs s’afegeix NaCl, per tant també augmentem la concentracié de sodi. Hi ha
indicis, pero, per pensar que el cati6 Na no és toxic, sind que ho és l'anié que

'acompanya (Mount et al., 2009).

Tal com hem comentat anteriorment, les salinitats registrades en els dos punts de
recol-leccié sbn, encara que significativament diferents, de nivells forca similars. Si es
determinessin com a punts de recol-lecci6 dues localitzacions amb valors més
extrems, per exemple un riu amb alta salinitzacié natural i un altre amb valors minims
de conductivitat, s’hauria pogut testar amb més eficacia l'efecte de I'adaptacio
poblacional a la salinitat.
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CONCLUSIONS

Hem fet un disseny molt econdomic, de facil muntatge i que ha donat uns resultats molt
positius. Tot i aixi, calen algunes millores en el disseny experimental per aconseguir

millors resultats.

Existeixen indicis per pensar que una poblaci6 exposada a valors més alts de
conductivitat tolera millor els tractaments de salinitzacio. Seria interessant aprofundir

en els mecanismes que provoquen aquesta adaptacié poblacional.

Els tractaments han sorgit efecte i han demostrat que el clorur té més toxicitat que el
sulfat. S’ha vist que és més important la composicio idnica que no pas la conductivitat
total i fins i tot s’ha pogut detectar que el sulfat pot tenir un efecte compensatori de la
toxicitat del clorur. Creiem que és una linia d’investigacid molt interessant que pot

aportar molts beneficis a la gesti6é de vessaments industrials.

Vistos els resultats, cal recordar que la normativa actual tan sols té en compte la
conductivitat dels vessaments i no para atencid a la causa d’aquesta conductivitat, és
a dir, les concentracions dels diferents ions. Creiem que és important establir un limit
per a cada i6 depenent de la toxicitat i els efectes que aquest pugui tenir sobre
I'ecosistema. D’aquesta manera es pot aconseguir una gestio més optimitzada dels

vessaments industrials i reduir el dany que aquests provoquen al medi ambient.
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Efectes subletals de la salinitzacio

en Hydropsyche exocellata
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Dissenys previs del microcosmos

. Depdoito.
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2. Calientador-
El primer disseny es va basar en un B s
experiment ja dut a terme per Xavier i ;.'f.,.-;;‘"f*”’
Millet en la seva tesina (Millet). El sersnentacicn. S
5. Domba. % R

disseny original consisteix en un
canal de plastic plexiglas, de 150 cm
de llarg, 2,5 cm d’'ample i 15 cm d’alt i
unes petites cel-les de 1 cm d’'ample i
2 cm d’alt recobertes d’arena (Figura
Annex 1) on els Hydropsyche teixien
les seves xarxes i s’analitzen al
laboratori.

Figura Annex 1. Esquema del muntatge utilitzat en la tesi doctoral de Xavier Millet
per a estudiar les xarxes d’Hydropsyche. Figura extreta de la seva tesi na.

Figura Annex 2. Procediment seguit per a la preparacié dels canals de 2x1cm en les planxes de poliestiré extruit. 1)
Escalfament de la barra de ferro a les brases. 2) Col-locacié de la barra de ferro, subjectada amb un tros de fusta i

manipulat sempre amb guants, sobre la planxa de poliestire. Intentant, sempre, que quedi al maxim perpendicular
possible. 3) Pressié rapida sobre la barra de ferro amb una pega de fusta i extraccié de la barra de ferro el més rapid
possible per evitar que la calor cremi massa la planxa de poliestiré. 4) Repeticié del procediment fins a un total de 7
vegades. El primer pas, 'escalfament de la barra, pot servir per diversos canals.



El disseny que vam dur a terme basant-nos en I'explicat anteriorment consisteix en unes
planxes de poliestiré extruit, amb unes dimensions de 30 cm d’amplada, 10 cm de llargada i 3
cm de gruix, on se li van fer uns canals de 2 centimetres de fondaria per 1 centimetre
d’amplada. Per fer els canals es van provar diferents sistemes i el que millor resultats va
proporcionar va ser escalfar una barra de ferro al roig viu i pressionar-lo sobre les planxes de
poliestiré amb rapidesa i precisio (Figura Annex 2).

El seglent pas consisteix en proporcionar una
textura arenosa als canals per tal que els insectes
tinguin un substrat adient per a desplagar-s’hi i
teixir-hi les seves xarxes. En I'experiment de
Millet que hem mencionat anteriorment s’utilitza
una resina organica per enganxar-hi arena.
Nosaltres hem utilitzat una cola universal sense
dissolvent, és molt important que la cola no
contingui dissolvent ja que aquest pot dissoldre el
poliestiré i fondre’l, tal i com vam poder
comprovar.

El resultat final obtingut seria unes planxes de Figura Annex 3. Planxes de poliestiré extruit amb canals recoberts
poliestiré amb uns canals recoberts d’arena on d’arena on els H. exocellata podran teixir les seves xarxes. Es van
esperem que els H. exocellata construeixin les fer un total de 16 planxes com les que veiem a la fotografia
seves xarxes (Figura Annex 3).

Aquestes planxes van ser col-locades de dues en dues en unes safates de PVC de 34 cm
d’amplada i 50 cm de llargada que disposaven d’'una bomba que feia circular I'aigua creant un
flux laminar gracies a unes canyes connectades al tub. Per evitar que flotessin les planxes, ja
que son de poliestiré, s’hi va col-locar una llamborda a cada costat (Figura Annex 4). Per limitar
el desplagcament i impedir que els insectes sortissin dels canals s’hi va col-locar pedres
d’aproximadament 1 cm de diametre a cada costat del canal, més com a mesura dissuasoria
que com a impediment fisic real.

Es van muntar les 8 safates i es va col-locar un individu a cada canal per estudiar I'eficacia del
disseny. Es va deixar una nit sencera en funcionament dins una cambra frigorifica a 10°C per
mantenir 'aigua a una temperatura similar a la del riu i 'endema es va comprovar el resultat.
Malauradament els individus no van teixir xarxes als canals com esperavem, sin6é que alguns
van buscar refugi a sota les planxes, altres van morir i fins i tot algun va ser absorbit per la
bomba i es va quedar a viure dins del tub. La bona noticia va ser que alguns individus van teixir
xarxes, tot i que no va ser als canals com esperavem i eren de molt mal fotografiar. Vam veure,
també, que moltes de les pedres enganxades al canal s’havien després i que havien quedat
zones molt irregulars en la seccio6 del canal.

Vam arribar a la conclusid, doncs, que calia un disseny diferent que restringis la mobilitat als
individus, que els “obligués” a quedar-se a una zona de bona visibilitat per aixi poder fotografiar
les xarxes i manipular-los més facilment. Calia evitar que els individus s’amaguessin sota la
planxa de poliestiré. Per aconseguir uns bons resultats en la formacié de xarxes s’havia
d’aconseguir uns espais molt homogenis on els insectes poguessin teixir-les, i en el disseny dut
a terme tot aixo no ho teniem.



Figura annex 4. Muntatge final en una de les safates. Les
planxes de poliestiré es mantenen enfonsades gracies a les
llambordes. Les canyes permeten dirigir el flux d’aigua
perqué no impacti directe sobre els canals.

Degut a la poca eficiencia del microcosmos dissenyat per als Hydropsyche, vam decidir nous
models per aixi poder triar el que ens oferis millors resultats en I'obtencié de xarxes i en la
comoditat per fotografiar-les. Els nous dissenys combinen la idea del sistema de canals del
primer disseny amb la idea de que els insectes tenen tendéncia a “amagar-se” sota les planxes
de poliestire. Ens tots s’ha intentat aconseguir unes peces de poliestiré que encaixessin millor
en la safata i no haver d'utilitzar llambordes o altres pesos per mantenir I'estructura quieta.
També s’ha muntat una xarxa que impedeixi el pas dels insectes cap a la bomba i un sistema
d’irrigacié que no utilitza canyes, sin6 que el raig d’aigua va dirigit avall i aixi no impacta contra
I'habitat dels H. exocellata, a la vegada que es crea un flux més laminar.

Una altra innovacio va ser la utilitzacié d’una pintura amb base de silicona per enganxar I'arena,
més fina que en el disseny anterior. Aquesta pintura, normalment utilitzada en fontaneria per
arreglar goteres en les teulades, té la propietat de ser molt liquida i de facil manipulacio en
fresc i a la vegada molt elastica quan s’asseca, ja que adquireix textura de silicona. D’aquesta
manera si immediatament després d’aplicar una capa d’aquesta pintura s’hi afegia arena de
textura fina, aquesta quedava enganxada i formava un substrat molt homogeni i adequat per
als H. exocellata. A més a més, en ser una pintura dissenyada per evitar goteres, €s molt
resistent a l'aigua, fet que també ens interessa en el nostre muntatge. Un cop seca la pintura,
larena queda enganxada i laigua no la pot arrossegar. Partint d’aquestes innovacions
comunes, es van plantejar 4 dissenys.

El primer disseny consisteix en una planxa de poliestiré extruit acanalat (Figura Annex 5)
recoberta de sorra enganxada amb pintura de silicona, com hem explicat anteriorment. Aquesta
planxa, de la mateixa amplada que la safata i de 35 cm de llargada, s’acobla a la safata amb
els canals cara amunt i se segellen tots els laterals amb cinta americana, per evitar el pas de
l'aigua a la part inferior de la planxa i que aquesta floti. La planxa es troba acoblada a la safata
per tres costats: els dos laterals i la part anterior, on comenca el flux d’aigua. La part posterior
es troba limitada per una malla que permet el pas de I'aigua pero no dels insectes, ja que té 1,2
mm de porus. D’aquesta manera queda un reservori d’aigua a la zona de la safata que no
queda coberta per planxa, on es troba la bomba que fa circular l'aigua. (Figura Annex 6)



Figura Annex 6. Disseny amb superficie acanalada cara amunt.
Fotografia feta abans del recobriment amb la pintura de silicona i
Figura Annex 5. Planxa de poliestire extruit arena.
acanalat. Els canals que s’observen venen de
fabrica i la seccié té una amplada d’1 cm i una
algada de 5 mm.

El segon disseny es basa en una planxa de poliestiré extruit acanalat, com en el disseny
anterior. La diferencia és que es troba orientada cap per avall, amb els canals en contacte al
terra de la safata (Figura Annex 7). Per tal de mantenir-ho enfonsat s’hi col-loca un pes a sobre,
sempre procurant que la superficie del pes no estigui en contacte amb laigua, ja que els
Hydropsyche podrien colonitzar-lo i no és el que ens interessa. Per evitar-ho es van clavar
escuradents al poliestire, per aixi mantenir el pes per sobre la superficie de I'aigua (Figura
Annex 8). Com en lanterior, la cara dels canals es va recobrir amb arena. La planxa de
poliestiré és més curta en aquest cas, ja que si arribés fins a la part anterior I'aigua lliscaria per
sobre la superficie i no es crearia un flux per sota, que és on es troben els insectes.

Aquest disseny ofereix un refugi més comode per als H. exocellata, I'inconvenient és que si les
xarxes es teixeixen utilitzant el terra de la safata com a punt de suport en aixecar les planxes
per observar-les aquestes es trenquen i no les podem estudiar. Tot i aixi existeix la possibilitat
gue nomeés utilitzin el substrat de la planxa com a suport de les xarxes, en aquest cas el
disseny seria optim tant en comoditat dels Hydropsyche com en facilitat d’observacio.

manté la planxa enfonsada i evita que floti en I'aigua.

Figura Annex 7. Disseny de la superficie acanalada cara avall.

Fotografia amb el muntatge sense la bomba que fa circular 'aigua
ni el pes que manté la planxa enfonsada.

Figura Annex 8. El pes, aillat de l'aigua pels escuradents,



El tercer disseny té el mateix fonament que l'anterior,
perd en comptes d'utilitzar una planxa de poliestire
acanalada, se n’utilitza una de llisa, també cara avall
com l'anterior. Per tal de deixar una mica d’espai entre
la base inferior de la planxa i la safata es van clavar
cinc xinxetes de cap rodd (Figura Annex 9), quatre als
vertexs i una al mig. Aquest muntatge no és gaire
prometedor en el sentit de que no ofereix als insectes
gaires punts de suport per teixir les xarxes, pero resulta
ser un disseny de facil construccio i ofereix un bon
refugi als Hydropsyche. Com l'anterior, també necessita
un pes a sobre per mantenir-lo enfonsat.

Figura Annex 9. Les xinxetes classiques (o de cap
rodd) permeten mantenir un petit espai de pocs
mil-limetres entre la planxa de poliestiré i la base de
la safata. Se’n van utilitzar un total de cinc.

Finalment, el quart disseny consisteix en una superficie plana acoblada a tres costats de la
safata. Com en el primer disseny, tenim una xarxa que evita que els insectes s’escapin i la
superficie també esta recoberta d’arena. En aquest cas, els punts de suport per teixir les xarxes
so6n uns escuradents clavats a la superficie del poliestire. Com que no sabem quina és la
separacié optima entre escuradents, ni la disposicio, ni la inclinacié d’aquests; s’han provat
diferents disposicions (Figura Annex 10). Aquest sistema ofereix poc refugi als insectes, pero
en canvi proporciona una gran comoditat a I'hora de fotografiar les xarxes que aquests
teixeixin.
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Figura Annex 10. Muntatge complet del disseny amb superficie llisa cara amunt i
escuradents com a punts de suport. Es van provar diferents disposicions per veure
quina oferia millors resultats. En la fotografia es pot observar el sistema en
funcionament amb els H. exocellata.



Es van deixar els quatre models en funcionament amb els Hydropsyche durant un dia sencer i
'endema es van observar els resultats. Els dos dissenys que funcionaven cara avall (segon i
tercer) van resultar uns bons habitats per als insectes, perd aquests van teixir molt poques
xarxes i aquestes estaven molt acoblades a la superficie, de manera que costava molt obtenir
bones fotografies. El primer disseny, superficie acanalada cara amunt, va resultar oferir més
xarxes que els anteriors, perd molts individus no van sobreviure. El millor resultat es va obtenir
amb el quart disseny, superficie llisa cara amunt amb escuradents. Els insectes van teixir
nombroses xarxes que a més a més eren facilment fotografiables (Figura Annex 11).

De les diferents disposicions dels escuradents, la que va obtenir millors resultats tan en
guantitat de xarxes com en comoditat de fotografia va ser la disposicié en forma de quadricula
amb una separaci6 de 1 cm entre cada escuradents. A partir d’aqui es va dissenyar el
muntatge definitiu.

Figura Annex 11. Detall d’'un Hydropsyche exocellata amb una

xarxa teixida a la vora. Fotografia del muntatge de superficie
llisa cara amunt amb escuradents.



