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ABREVIATURAS MAS USADAS
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NCBI: National Center for Biotechnology Information. Centro Nacional para informacioén
biotecnolodgica de Estados Unidos.
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PHA: hidrocarburos aromaticos policiclicos.
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SIT: Embalse de Sitjar

UNIPROT: Universal Protein. Principal recurso de alta calidad, completo y de libre acceso en

el mundo de secuencias de proteinas e informacién funcional.



RESUMEN

El objetivo de la presente Tesis doctoral ha sido analizar e interpretar la informacion
relativa a la ecofisiologia de varias poblaciones espafiolas de mejillon cebra (Dreissena
polymorpha) en diferentes puntos del rio Ebro y en el embalse de Sitjar del rio Mijares recogidas
en el afio 2009 dentro del proyecto:” Estudio de la estructura genética y diferenciacion ecologica
de las poblaciones espafiolas del mejillon cebra (Dreissena polymorpha) frente a factores
ambientales de origen natural y antropogénico. Bases cientificas para su control ambiental
sostenible (CEBRAPOP)”. Se han comparado los parametros fisioldgicos, bioquimicos y de
expresion proteica de cada una de las poblaciones, asi como los niveles de metales y
metalotioneina.

En este estudio se seleccionaron siete poblaciones de mejillon cebra localizadas en
diferentes puntos del rio Ebro y una en el rio Mijares, caracterizados por altos niveles de
contaminacion por metales de origen industrial. Se recogieron ejemplares de mejillon cebra en
varias localizaciones del rio Ebro proximas a la planta quimica, cuatro de ellas corriente arriba
(Caspe puente y Caspe Lago, Fayon y Mequinenza) y tres situadas corriente abajo (Embalse de
Flix, fabrica de Flix y Riba-roja). Por tltimo, se incluyod el embalse de Sitjar en el rio Mijares
ya que en los informes de la Cuenca Hidrografica del Jucar aparecia como zona afectada por la
expansion de esta especie. Los animales fueron diseccionados en el punto de recogida,
separando la concha del tejido blando (y en algunos casos almacenando la glandula digestiva y
las branquias independientemente) para con posterioridad estudiar la acumulacion de metales,
asi como para determinar los parametros fisioldgicos seleccionados y realizar el estudio
protedmico.

Respecto a la acumulacion de metales se encontrd que las poblaciones situadas corriente
arriba de Flix (Caspe, Mequinenza y Fayon) presentaban niveles de metales toxicos bajos en la
glandula digestiva, que en el caso del cadmio (Cd) estaban entre 0,12 y 0,30 pg.g-! y en el caso
del mercurio (Hg) entre 0,87 y 2,06 ug.g-'. Flix y las poblaciones situadas corriente abajo (Riba-
roja y embalse de Flix) y proximas a la planta cloro-alcalina tenian elevados niveles de Cd de
0,98 pg.g-1 y de Hg (14,91 pg.g-!). Ademas, los pardmetros indicativos de su estado
osmorregulatorio (indice de contenido hidrico, DWI por sus siglas en inglés) eran inferiores a
los de las poblaciones situadas corriente arriba. La poblacion de Sitjar es la que presentaba un
contenido mayor de plomo respecto de todas las poblaciones estudiadas, con un valor medio de
0,24 pg.g-'en glandula digestiva. Se encontraron niveles de cobre (Cu) y Zinc (Zn) en los dos

tejidos bastante uniformes entre todas las poblaciones de estudio en otofio siendo coherente con
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la existencia de mecanismos de regulacion para los metales esenciales. Sin embargo, el
contenido de Cu en la glandula digestiva en primavera y el de Zn en ambos tejidos en otono fue
variable entre poblaciones.

Al igual que ocurre con el contenido en metales, el contenido de metalotioneina (MT)
fue mayor en la glandula digestiva que en las branquias en todas las poblaciones. El contenido
de MT en las branquias se correlacioné de forma negativa con el contenido de Cd y Hg. En la
glandula digestiva los valores de concentracion de MT presentaron una correlacion positiva con
el contenido de Cd y Hg, de forma que las poblaciones situadas corriente abajo de Flix (con
mayor cantidad de Hg y Cd) presentaron mayores valores de MT, posiblemente como
consecuencia de la activacion de mecanismos de defensa celular ante el estrés quimico. En la
poblacién proxima a la Fabrica de Flix se alcanzaron valores de MT en glandula digestiva de
2439 pg.g’! mientras que en las localidades corriente arriba estos valores fueron cuatro veces
inferiores. La actividad Na+/K+-ATPasa en las branquias fue mayor y mdas variable entre
poblaciones en primavera que en otofio.

El estudio protedémico realizado en las branquias de los mejillones mediante
metodologia DIGE permitié definir patrones de expresion proteica caracteristico de cada
poblacion de estudiada y relacionarlo con factores ambientales incluyendo la contaminacion
por metales. Se detectaron 3626 proteinas, encontrandose diferencias significativas en su
abundancia entre las diferentes poblaciones en 161 de ellas. A través del método de jerarquia
de grupos se comprobo que las poblaciones de Fayon (rio Ebro), cuyos tejidos presentan niveles
elevados de metales esenciales Cu, Zn y de potasio (K), y la poblacion de Sitjar (rio Mijares),
con altos valores de Pb en las branquias, presentaron un patrén de expresion similar entre ambas
y bastante diferente al resto de las poblaciones. Por otra parte, las poblaciones de Caspe y
Mequinenza, corriente arriba de Flix, donde la contaminacién por Cd, Pb y Hg fue menor que
en el resto de las poblaciones, mostraron un patron de expresion de proteinas similar entre ellas.
La poblacion de Caspe Lago fue algo diferente de las otras dos. Los perfiles proteicos de las
poblaciones de Flix Fabrica, Embalse de Flix y Riba-roja (todas ellas en el rio Ebro), con valores
mas altos de metales toxicos en sus tejidos que en el resto de las poblaciones, no permitieron
una buena separacion entre las poblaciones de las diferentes localidades al existir un
solapamiento que dificulta diferenciarlas entre si al no haber un predominio de proteinas con
mayor o menor abundancia.

De las 35 proteinas seleccionadas por su expresion diferencial entre poblaciones se
encontr6 que las funciones bioldgicas mas relevantes fueron: procesos celulares (25%),

respuesta a estimulos y metabolismo (14%), y por tltimo regulacién y el transporte (8%). Las
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funciones moleculares mas significativas fueron: actividad catalitica (37%), uniéon (24%) y
actividad de un transportador (3%). Los componentes celulares principales fueron: citoplasma
(22%), regiones anatomicas celulares (22%), membrana (14%) y organulo (8%). Estas 35
proteinas pueden agruparse en 4 clases: proteinas estructurales (ej. actina, espectrina, y
tubulina), de respuesta al estrés térmico (ej.: HSP90, HSP83), de transporte i6nico (ej. V-tipo
proton ATPasa) y de metabolismo (ej. proteosoma, tiolasa).

En general, este estudio ha permitido diferenciar las poblaciones de mejillon cebra en funcion
de los valores de los contaminantes presentes en los tejidos especificos de los mejillones cebra
(glandula digestiva y branquias) asi como de los niveles de MT y los cambios apreciados en el
patron de expresion proteica de cada localidad. También se ha podido relacionar el estado
osmorregulatorio de estos organismos en funcidon de las caracteristicas de su habitat natural,
como la disponibilidad de nutrientes (fésforo), de metales esenciales (Cuy Zn) y de K. Aquellas
poblaciones situadas en el curso alto del rio Ebro con menor afectacion por contaminantes y
mayor cantidad de nutrientes son las que presentan individuos con mejor estado fisioldgico. Sin
embargo, las localidades proximas geograficamente al municipio de Flix (corriente abajo),
ofrecen un habitat mas hostil, debiendo los mejillones cebra adaptarse celular y
bioquimicamente a la toxicidad de los metales pesados mediante defensas como la MT. Por otra
parte, la poblacion del embalse de Sitjar es un ejemplo de la adaptacion de esta especie a

factores abiodticos desfavorables como es la presencia de plomo.
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ABSTRACT

The aim of this doctoral thesis has been to analyze and interpret the information related
to the ecophysiology of several Spanish populations of zebra mussel (Dreissena polymorpha)
in different locations of the Ebro River and in the Sitjar reservoir of the Mijares River collected
in 2009 within the project: "Study of the genetic structure and ecological differentiation of
Spanish populations of the zebra mussel (Dreissena polymorpha) against environmental factors
of natural and anthropogenic origin. Scientific bases for its sustainable environmental control
(CEBRAPOP)". The physiological, biochemical and protein expression parameters, as well as
metal and metallothionein levels of each of the selected populations were compared.
In this study, seven populations of zebra mussels located in different points of the Ebro River
and one in the Mijares river, characterized by high levels of contamination by metals of
industrial origin, were selected. Zebra mussel specimens were collected in several locations of
the Ebro River near the chemical plant, four of them upstream (Caspe bridge and Caspe Lago,
Fayon and Mequinenza) and three downstream (Flix reservoir, Flix factory and Riba-roja).
Finally, the Sitjar reservoir on the Mijares River was included since it appeared in the reports
of the Jucar River Basin as an area affected by the expansion of this species. The animals were
dissected at the collection point, separating the shell from the soft tissue (and in some cases
storing the digestive gland and gills independently) to subsequently study the accumulation of
metals, as well as to determine the selected physiological parameters and carry out the

proteomic study.

Regarding the accumulation of metals, it was found that the populations located
upstream of Flix (Caspe, Mequinenza and Fayon) presented low levels of toxic metals in the
digestive gland, which in the case of cadmium (Cd) were between 0.12 and 0.30 pg.g-1 and in
the case of mercury (Hg) between 0.87 and 2.06 pg.g-1. Flix and the populations located
downstream (Riba-roja and Flix reservoir) and close to the chlor-alkali plant had elevated levels
of Cd (0.98 ng.g-1) and Hg (14.91 pg.g-1). In addition, parameters indicative of their
osmoregulatory status (water content index, DWI) were lower than those of upstream
populations. The Sitjar population had the highest lead content of all the populations studied,
with a mean value of 0.24 pg.g-1in the digestive gland. Copper (Cu) and Zinc (Zn) levels in the
two tissues were found to be fairly uniform among all study populations in autumn, consistent
with the existence of regulatory mechanisms for essential metals. However, the content of Cu
in the digestive gland in spring and that of Zn in both tissues in autumn was variable among

populations.
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As with metal content, metallothionein (MT) content was higher in the digestive gland
than in the gills in all populations. MT content in the gills was negatively correlated with Cd
and Hg content. In the digestive gland, MT concentration values presented a positive correlation
with Cd and Hg content, so that populations downstream of Flix (with higher Hg and Cd)
presented higher MT values, possibly as a consequence of the activation of cellular defense
mechanisms against chemical stress. In the population near the Flix factory, MT values in the
digestive gland reached 2439 pg.g!, while in the upstream localities these values were four
times lower. Na+/K+-ATPase activity in gills was higher and more variable among populations
in spring than in autumn.

The proteomic study carried out on mussel gills using DIGE methodology allowed us
to define protein expression patterns characteristic of each population studied and to relate them
to environmental factors including metal contamination. A total of 3626 proteins were detected,
finding significant differences in their abundance among the different populations in 161 of
them. Using the hierarchy method, it was found that the populations of Fayon (Ebro River),
whose tissues present high levels of essential metals Cu, Zn and potassium (K), and the
population of Sitjar (Mijares River), with high values of Pb in the gills, presented a similar
expression pattern between them and quite different from the rest of the populations. On the
other hand, the Caspe and Mequinenza populations, upstream of Flix, where Cd, Pb and Hg
contamination was lower than in the rest of the populations, showed a similar protein expression
pattern between them. The Caspe Lago population was somewhat different from the other two.
The protein profiles of the populations of Flix Fabrica, Embalse de Flix and Riba-roja (all of
them in the Ebro river), with higher values of toxic metals in their tissues than in the rest of the
populations, did not allow a good separation between the populations of the different localities
as there was an overlap that made it difficult to differentiate them from each other as there was
no predominance of proteins with higher or lower abundance.

Among the 35 proteins selected for their differential expression between populations, it
was found that the most relevant biological functions were: cellular processes (25%), response
to stimuli and metabolism (14%), and finally regulation and transport (8%). The most
significant molecular functions were: catalytic activity (37%), binding (24%) and transporter
activity (3%). The main cellular components were: cytoplasm (22%), cellular anatomical
regions (22%), membrane (14%) and organelle (8%). These 35 proteins can be grouped into 4
classes: structural proteins (e.g. actin, spectrin, and tubulin), heat stress response proteins (e.g.
HSP90, HSP83), ion transport proteins (e.g. V-type proton ATPase) and metabolism proteins

(e.g. proteosome, thiolase).
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In general, this study has allowed us to differentiate the zebra mussel populations
according to the values of contaminants present in the specific tissues selected (digestive gland
and gills), as well as the levels of MT and the changes seen in the pattern of protein expression
in each locality. It has also been possible to relate the osmoregulatory status of these organisms
to the characteristics of their natural habitat, such as the availability of nutrients (phosphorus),
essential metals (Cu and Zn) and K. Those populations located in the upper reaches of the Ebro
River with a lower affectation by pollutants and a higher amount of nutrients are those with
individuals with a better physiological status. However, the localities geographically close to
the municipality of Flix (downstream), offer a more hostile habitat, and the zebra mussels must
adapt cellularly and biochemically to the toxicity of heavy metals by means of defences such
as MT. On the other hand, the population of the Sitjar reservoir is an example of the adaptation

of this species to unfavourable abiotic factors such as the presence of lead.
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RESUM

L'objectiu de la present Tesi doctoral ha sigut analitzar i1 interpretar la informacid
relativa a la ecofisiologia de diverses poblacions espanyoles de clotxina zebra (Dreissena
polymorpha) en diferents punts del riu Ebre i en I'embassament de Sitjar del riu Millars
recollides 1'any 2009 dins del projecte:” Estudi de 1'estructura genética i diferenciacié ecologica
de les poblacions espanyoles de la clotxina zebra (Dreissena polymorpha) enfront de factors
ambientals d'origen natural i antropogenic. Bases cientifiques per al seu control ambiental
sostenible (CEBRAPOP)”. S'han comparat els parametres fisiologics, bioquimics i d'expressio
proteica de cadascuna de les poblacions, aixi com els nivells de metalls i metal-lotioneina.

En aquest estudi es van seleccionar set poblacions de clotxina zebra localitzades en
diferents punts del riu Ebre i una en riu Millars, caracteritzats per alts nivells de contaminacid
per metalls d'origen industrial. Es van recollir exemplars de clotxina zebra en diverses
localitzacions del riu Ebre proximes a la planta quimica, quatre d'elles corrent a dalt (Casp pont
i Casp Llac, Fayon i Mequinenza) i tres situades corrent a baix (Embassament de Flix, fabrica
de Flix i Riba-roja). Finalment, es va incloure 1'embassament de Sitjar en el riu Millars ja que
en els informes de la Conca Hidrografica del Xuquer apareixia com a zona afectada per
l'expansi6 d'aquesta espécie. Els animals van ser disc accionats en el punt de recollida, separant
la petxina del teixit bla (i en alguns casos emmagatzemant la glandula digestiva i les branquies
independentment) envers posterioritat estudiar l'acumulacié de metalls, aixi com per a
determinar els parametres fisiologics seleccionats i realitzar 'estudi protedmic.

Respecte a 1'acumulacié de metalls es va trobar que les poblacions situades corrent a
dalt de Flix (Casp, Mequinenza i Fayon) presentaven nivells de metalls toxics baixos en la
glandula digestiva, que en el cas del cadmi (Cd) estaven entre 0,12 1 0,30 pg.g™ i en el cas del
mercuri (Hg) entre 0,87 1 2,06 pug.g!. Flix i les poblacions situades corrent a baix (Riba-roja i
embassament de Flix) i proximes a la planta clor-alcalina tenien elevats nivells de Cd (0,98
pg.gl)ide Hg (14,91 pg.g'). A més, els parametres indicatius del seu estat osmorregulatori
(index de contingut hidric, DWI per les seues sigles en anglés) eren inferiors als de les
poblacions situades corrent a dalt. La poblaci6 de Sitjar és la que presentava un contingut major
de plom respecte de totes les poblacions estudiades, amb un valor mitja de 0,24 pg.g”! en
glandula digestiva. Es van trobar nivells de coure (Cu) i Zinc (Zn) en els dos teixits bastant
uniformes entre totes les poblacions d'estudi a la tardor sent coherent amb I'existéncia de
mecanismes de regulacio per als metalls essencials. No obstant aixo, el contingut de Cu en la
glandula digestiva a la primavera i el de Zn en tots dos teixits a la tardor va ser variable entre

poblacions.
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Igual que ocorre amb el contingut en metalls, el contingut de metal-lotioneina (MT) va
ser major en la glandula digestiva que en les branquies en totes les poblacions. El contingut de
MT en les branquies es va correlacionar de manera negativa amb el contingut de Cd i Hg. En
la glandula digestiva els valors de concentracié de MT van presentar una correlacid positiva
amb el contingut de Cd i Hg, de manera que les poblacions amb major quantitat de Hg i Cd van
presentar majors valors de MT, possiblement a conseqii¢ncia de l'activacié de mecanismes de
defensa cel-lular davant 1’estrés quimic. En la poblacié proxima a la Fabrica de Flix es van
aconseguir valors de MT en glandula digestiva de 2439 pg.g’!, mentre que en les localitats
corrent a dalt aquests valors van ser quatre vegades inferiors. L'activitat Na*/K*-ATPasa en les
branquies va ser major i més variable entre poblacions a la primavera que a la tardor.

L'estudi proteémic realitzat en les branquies de les clotxines mitjangant metodologia
*DIGE va permetre definir patrons d'expressiéo proteica caracteristic de cada poblacio
d'estudiada i relacionar-lo amb factors ambientals incloent la contaminacié per metalls. Es van
detectar 3626 proteines, trobant-se diferéncies significatives en la seua abundancia entre les
diferents poblacions en 161 d'elles. A través del meétode de jerarquia de grups es va comprovar
que les poblacions de Fayon (riu Ebre), els teixits del qual presenten nivells elevats de metalls
essencials Cu, Zn i de potassi (K), i la poblaci6 de Sitjar (riu Millars), amb alts valors de Pb en
les branquies, van presentar un patr6 d'expressié similar entre totes dues i bastant diferent a la
resta de les poblacions. D'altra banda, les poblacions de Casp i Mequinenza, corrent a dalt de
Flix, on la contaminacid per Cd, Pb i Hg va ser menor que en la resta de les poblacions, van
mostrar un patrd d'expressio de proteines similar entre elles. La poblacié de Casp Llac va ser
una cosa diferent de les altres dues. Els perfils proteics de les poblacions de Flix Fabrica,
Embassament de Flix i Riba-roja (totes elles en el riu Ebre), amb valors més alts de metalls
toxics en els seus teixits que en la resta de les poblacions, no van permetre una bona separaciod
entre les poblacions de les diferents localitats en existir un solapament que dificulta diferenciar-
les entre si al no haver-hi un predomini de proteines amb major o menor abundancia.

De les 35 proteines seleccionades per la seua expressio diferencial entre poblacions es
va trobar que les funcions bioldogiques més rellevants van ser: processos cel-lulars (25%),
resposta a estimuls 1 metabolisme (14%), 1 finalment regulacid i el transport (8%). Les funcions
moleculars més significatives van ser: activitat catalitica (37%), uni6 (24%) i activitat d'un
transportador (3%). Els components cel-lulars principals van ser: citoplasma (22%), regions
anatomiques cel-lulars (22%), membrana (14%) i organul (8%). Aquestes 35 proteines poden

agrupar-se en 4 classes: proteines estructurals (ex. actina, espectrina, i tubulina), de resposta a
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l'estrés térmic (ex.. HSP90, HSP83), de transport ionic (ex. V-tipus protdé ATPasa) i de
metabolisme (ex. proteosoma, tiolasa).

En general, aquest estudi ha permés diferenciar les poblacions de clotxina zebra en
funcio dels valors dels contaminants presents en els teixits especifics analitzats (glandula
digestiva i branquies) aixi com dels nivells de *MT 1 els canvis beavelguts en el patrd
d'expressio proteica de cada localitat. També s'ha pogut relacionar I'estat osmorregulatori
d'aquests organismes en funcié de les caracteristiques del seu habitat natural, com la
disponibilitat de nutrients (fosfor), de metalls essencials (Cu i Zn) i de K. Aquelles poblacions
situades en el curs alt del riu Ebre amb menor afectacié per contaminants i major quantitat de
nutrients soén les que presenten individus amb millor estat fisiologic. No obstant aixo, les
localitats proximes geograficament al municipi de Flix (corrent a baix), ofereixen un habitat
més hostil, devent les clotxines zebra adaptar-se cel-lular i bioquimicament a la toxicitat dels
metalls pesants mitjangant defenses com la MT. D'altra banda, la poblaci6 de I'embassament de
Sitjar és un exemple de 'adaptacioé d'aquesta espécie a factors abiotics desfavorables com és la

presencia de plom.
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1. INTRODUCCION



1.1 Contaminacion quimica y especies invasoras: dos amenazas para la salud ecologica de
los rios

La presencia de especies exodticas invasoras y la contaminacion quimica son dos de los
estresores que amenazan la biodiversidad de los rios (Vorosmarty et al, 2010). El mejillon cebra
Dreissena polymorpha es una de las especies invasoras cuya presencia en los cuerpos de agua
dulce mundiales ha generado mas preocupacién en las ultimas décadas por su impacto
ecoldgico y por las pérdidas econdomicas que produce en las instalaciones que invade
(Comisaria de Aguas, Informe de situacion del mejillon cebra 2006, (www.CHE)). Se han
realizado muchos estudios en relacion con su biologia y sus requerimientos ecoldgicos con el
fin de poder aplicar la informacion en su control y potencial erradicacion (Vanderbush et al.,
2021). Por otra parte, existen muchas evidencias de que los rios a escala mundial presentan

importantes problemas debidos a la contaminacion quimica (Vordsmarty et al, 2010).

1.2 El contexto europeo

La Directiva Marco Europea del Agua (DMA) es una legislacion que nacié como respuesta
a la necesidad de unificar las actuaciones en materia de gestion de agua en la Unidon Europea y
uno de sus objetivos es proteger y mejorar los ecosistemas acuaticos. Cuencas de los rios, Real
Decreto 817/2015, de 11 de septiembre, por el que se establecen los criterios de seguimiento y
evaluacion del estado de las aguas superficiales y las normas de calidad ambiental. En Espafia
la gestion medioambiental de las cuencas de los rios, con especial atencion a la preservacion de
los recursos y a la calidad del agua corresponde a las Confederaciones Hidrograficas.

Por otra parte, la Comision europea (CE) ha disefiado la Estrategia de la Union Europea
(UE) en materia de biodiversidad para 2030, que consiste en un amplio y ambicioso plan a largo
plazo para proteger la naturaleza y revertir la degradacion de los ecosistemas. La accion 16 del
Objetivo 5 de dicha estrategia pretende proporcionar un marco legal para luchar contra las
especies ajenas invasoras. El mejillon cebra pertenece a un grupo de especies que son nativas
en una parte de la Unidn, aunque ajenas e invasoras en otra parte del territorio europeo, por lo
que estas especies no cumple con los criterios para ser incluidas en el listado de especies ajenas
invasoras de la UE. A pesar de ello la CE considera necesaria la accién coordinada en la lucha
del mejillon cebra (y otras especies en la misma situacion) para salvaguardar la biodiversidad

europea.

21



1.3 El mejillon cebra como especie invasora. Caracteristicas de la especie

El mejillon cebra (D. polymorpha, Pallas 1771) descubierto por primera vez en el Mar
Caspio, es un molusco bivalvo perteneciente a la familia Dreissenidae que actualmente se puede
encontrar en muchas partes del mundo como especie invasora (Centre for Agriculture and
Bioscience International [CABI], 2022). Su capacidad de fijacion al sustrato, su ciclo vital, sus
requerimientos ecologicos, su alta tasa reproductiva y otras caracteristicas bioldgicas de la
especie son importantes para el establecimiento de las poblaciones (Vanderbush et al., 2021).
Su ciclo de vida puede dividirse en dos grandes fases, la primera es planctonica, donde las larvas
se mueven de forma libre en la masa de agua y la segunda es bentonica, en la cual el organismo
ya se ha fijado a un sustrato (Figura 1). La proteccion proporcionada por la concha y la fijacion
a los sustratos mediante la estructura denominada biso son clave para el proceso de
colonizacion. Al igual que en el resto de los moluscos bivalvos, la estructura responsable de la
formacion de la concha es el manto. Este segrega pigmentos desde las células del margen distal
hacia el peridstraco o capa externa de la concha confiriendo su aspecto caracteristico de bandas
clara y oscuras (Figura 2). Las células apicales segregan conquiolinas que son las responsables
del crecimiento a lo largo de la vida del organismo de forma discontinua formando anillos de
crecimiento. La capa prismatica de la concha se forma por las células glandulares del extremo
distal del manto que secretan carbonato célcico en forma de prismas empaquetados siendo ésta
la primera capa de proteccion para el animal. Los mejillones cebra se fijan al sustrato a través
del biso, estructura constituida por un conjunto de filamentos cérneos formados por las células
de las glandulas del pie que segregan una sustancia pegajosa y fluida que al estar en contacto
con el agua se solidifica quedando anclados de una forma permanente. En las etapas juveniles
si las condiciones ambientales no son las idoneas pueden desplazarse en busca de mejores
habitats.

Otro aspecto importante de la biologia del mejillon cebra (D. polymorpha) es la
alimentacion mediante filtracion descrita en detalle por Baker et al. (2000). Las particulas
suspendidas (algas unicelulares, zooplancton, bacterias y detritos orgdnicos) que entran junto
con el agua mediante el sifon inhalante a la cavidad paleal son clasificadas por las branquias y
aquellas de ciertas caracteristicas (tamafo principalmente) quedan retenidas, al ser englobadas
por una sustancia generada en las células glandulares, y mediante los palpos labiales son
llevadas a la boca. Las particulas que no pueden ser retenidas se expulsan mediante un sifon

exhalante. De esta forma extraen de la masa de agua las particulas suspendidas necesarias para
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la supervivencia pudiendo retener particulas de hasta 0,7um. Un mejillon cebra adulto puede
filtrar entre 1-2,5 L de agua/dia (Vanderbush et al., 2021).

Una cualidad importante de la fisiologia del mejillon cebra es su comportamiento
respecto la osmolaridad y la composicion ionica del medio. Los mejillones cebra, al igual que
el resto de los organismos dulceacuicolas, mantienen una concentracion osmotica de su medio
interno superior a la del agua dulce, es decir son organismos reguladores hiperosmoticos.
Cuando se encuentran en medios con osmolaridades elevadas su supervivencia depende de la
composicion del medio, siendo la relacion entre las concentraciones de los iones sodio y potasio
de gran importancia. Ademas, el potasio juega un papel clave en el control del volumen celular
cuando se encuentran en medios hiperosmoticos llegando a ser toxico si se acumula en las
células (Dietz et al, 1996; Wilcox y Dietz 1998).

Los habitats mas adecuados para el mejillon cebra son los embalses, los lagos y los rios de
agua dulce, cuya corriente no supere una velocidad de 1,5 m/s para que las larvas puedan fijarse
al sustrato. Suelen encontrarse desde 2 m hasta 7 m de profundidad, pudiendo llegar hasta 14
m. La temperatura Optima de crecimiento y reproduccién oscila entre 10 y 25°C, la
concentracion de O» disuelto debe ser >10% y la de Ca?* >10mgL!. El pH debe estar en un
rango de 7,4-8,5 para la correcta maduracion de gonadas y liberacion a medio externo de las

células germinales (Araujo, www.chj.es acceso octubre 2022)
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Figura 1. Ciclo larvario de D. polymorpha. CEAM, 2004

Figura 2. Mejillon cebra (D. polymorpha). www.cienciaybiologia.com
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Esta especie se introduce en Europa a través de las aguas lastradas procedentes de la
navegacion, la pesca, el comercio maritimo y las aves durante el ultimo tercio del siglo XVIII
pasando desde Rusia a Dinamarca, Alemania, Holanda, Inglaterra e Irlanda, y Estados Unidos
(Josefsson and Andersson, 2001). En Espafia es descubierto por primera vez en el afio 2001 en
el embalse de Ribarroja, en Aragén (Jiménez et al. 2001), extendiéndose desde ahi a los
embalses de Flix (Tarragona), Mequinenza, Fayon, Caspe (Aragon) (Ruiz-Altaba 2001),

(Figura 3). La Figura 4 muestra la distribucion del mejillon cebra en todo el mundo.
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1.4 Impacto ecologico y economico del mejillon cebra

Debido a su gran capacidad de reproduccion, expansion y colonizacion el mejillon cebra
ha sido declarado como una de las 100 Especies Exdticas Invasoras mas peligrosas del mundo
por la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN). Fue introducida en
2013 en el Catalogo Espafiol de Especies Exdticas Invasoras Norma: Real Decreto 630/2013,
de 2 de agosto. Fecha: (BOE n° 185): 03.08.2013.

El problema ecologico que genera esta especie invasora deriva de la fijacion de grandes
poblaciones a sustratos duros de fondos naturales desplazando a especies autdctonas de interés
ecoldgico y favoreciendo a otras especies oportunistas que suman su efecto al del mejillon
cebra. Provoca cambios en el fitoplancton y en el zooplancton, producen un aclaramiento de las
masas de agua superficiales. El mejillon cebra favorece el crecimiento de algas bentdnicas y
cambios en el seston y la materia orgdnica en suspension. Pueden modificar los ciclos
bioldgicos de otras especies nativas al competir por el espacio y el alimento (Vanderbush et al.,
2021).

A nivel economico el mejillon cebra produce grandes pérdidas econdmicas al obstruir las
conducciones de agua sumergida, tomas hidraulicas, tuberias y canales de irrigacion,
acelerando la corrosion del acero en contacto con el agua de las tuberias por la accion de
ferrobacterias y bacterias sulforreductoras. No hay que dejar de lado la adherencia de estos
organismos a las embarcaciones lo que provoca un gran incremento en los costes de
mantenimiento y limpieza de las mismas (Pimentel et al., 2000; Binimelis et al., 2007).

Entre las posibles soluciones para el control sostenible de esta especie se sefialan: el avance
en el conocimiento en cuanto a los puntos débiles de colonizacidn, el seguimiento del control
de larvas y la identificacion de las zonas de riesgo. En cuanto al tratamiento quimico, se
recomiendan la utilizacion de métodos de cloracion, de soluciones de bromo, de permanganato
potasico, de hipoclorito sédico y de sulfato de aluminio. También son de ayuda los tratamientos
bioldgicos como la exposicion de pequefias poblaciones de a altas densidades de un parésito
especifico y selectivo de mejillon cebra. En Espaiia se estima la valoracion de dafios producidos
por mejillon cebra entre 2001-2005 en 40 millones de euros; y entre 2005-2009 11,6 millones
en euros (Duran et al 2015)

Gracias a los planes de seguimiento de la calidad del agua de los programas LIFE +
INVASEP (2012) en las cuencas hidrograficas de los rios Tajo y Guadiana, LIFE+
RIPISILVANATURA (2014) en la cuenca del Segura y de descontaminacion de embalses del

mejillon cebra se determind su presencia en la cuenca del rio Ebro (2017) y en embalses de las

26



cuencas de la Confederacion Hidrografica del Jucar en 2018 y 2019 (Figuras 5 y 6,
respectivamente). El ultimo esfuerzo para el control sostenible del mejillon cebra ha sido el
realizado por la Confederacion Hidrografica del Jucar con el “Plan de choque contra la invasion
del mejillon cebra en 2017-2021” (www.chj.es), y el Proyecto de Plan Hidroldgico de la
demarcacion hidrografica del Ebro, revision del tercer ciclo (2021-2027)”, convocada por
MITECO-CHEbro, (www.chebro.es). Estas estrategias van dirigidas hacia la ampliacion del
conocimiento de esta especie, seguimiento de los métodos de control y erradicacion existentes,
revision de las masas de agua segun las indicaciones de la Estrategia Nacional, asi como la
revision de embalses navegables donde ya existe un disefio de una red de estaciones de muestreo

y vigilancia para larvas y animales adultos con los sistemas de aviso desarrollados.

Desde 2017 hasta 2021 se han realizado las actuaciones sobre navegacion y gestion del
dominio publico hidraulico, elaborando y revisando los protocolos de desinfeccion

desarrollados anteriormente.

>z

MAYO Informacién para los medios aéreos de extincién de incendios, = e §
2020 sobre embalses de la cuenca del Ebro con presencia o indicios de
presencia de mejlion cebra.

Figura 5. Presencia o indicios de mejillon cebra (D. polymorpha) en los embalses de la cuenca

del Ebro, mayo 2020. www.chebro.es
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Figura 6. Presencia del mejillon cebra (D. polymorpha) en embalses de las cuencas de la
Confederacion Hidrografica del Jucar. Marzo 2021. www.chj.es.

A pesar de los esfuerzos por un control sostenible y erradicacion del mejillon cebra,
segun la Confederacion Hidrografica del Segura (13-062022) (https://www.elagoradiario.com),
esta especie exotica invasora, esta presente en 8 de las 15 demarcaciones hidrograficas de
Espafia, una de ellas en el embalse de Talave (Albacete). En este ultimo caso se procedid a su
erradicacion mediante el vaciado del embalse para provocar la muerte de estos ejemplares
adultos por desecacion. La Figura 7 muestra ejemplares adultos de la especie en el embalse de
Puenteralla (Alava)

Segun el Ministerio para la Transicion Ecologica el mejillon cebra también estd presente
en las demarcaciones del Guadalquivir, en las Cuencas Mediterraneas Andaluzas del Guadalete,
Barbate, Tinto, Odiel y Piedras, ademéas del Mijares, Ebro y del Distrito de Cuenca Fluvial de
Catalufia. Sin embargo, aun no han sido atacadas por este invasor las Cuencas del Mifio-Sil,

Galicia-Costa, Cantabrico Occidental y Duero (https ://www.miteco.gob.es).

1.5 Caracterizacion de las poblaciones espafiolas de mejillon cebra frente a estresores
naturales y antropogénicos en los rios Ebro y Mijares

Como se ha comentado en el apartado 1.3, el mejillon cebra entra en 2001 por primera
vez en Espana en el Embalse de Riba-roja en el rio Ebro, avanzando durante estos afios y
colonizando otras cuencas hidrograficas espafiolas. En las ultimas décadas se ha realizado un
gran esfuerzo para caracterizar las poblaciones de esta especie con el fin de comprender su

virulencia y los mecanismos de los que dispone para adaptarse a ambientes que presentan
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diferentes caracteristicas bidticas y abioticas, destacando dentro de las ultimas la contaminacion
quimica (Alix et al., 2016).

Debido a su forma de alimentaciéon mediante filtracion pueden acumular junto con el
alimento trazas de contaminantes (Kwan et al, 2003). Su alta tasa de filtracién, su amplia
distribucion geografica y su facil mantenimiento en el laboratorio ha propiciado que se haya
utilizado profusamente en estudios ecotoxicoldgicos en relacion con la toxicidad de metales,
pesticidas y otras sustancias toxicas presentes en las aguas convirtiéndose en una especie
modelo en ecotoxicologia (Connell et al., 1999; Pavin-Devin et al., 2014; Kerambrun et al.,
2016) que se utiliza tanto en el laboratorio para conocer los mecanismos subyacentes a la
toxicidad de los contaminantes como en estudios de biomonitorizacion en las aguas

superficiales.

Figura 7. Capacidad del mejillon cebra para afectar instalaciones. Embalse de Puentellara

(Alava). www.CHE.
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En el caso de las poblaciones de mejillon cebra de los rios Ebro y Mijares se han realizado
varios estudios tanto de laboratorio como de campo que se comentan y discuten con mas detalle
en la discusion de los resultados obtenidos de las diferentes partes de la Tesis. Detrds de muchos
estudios esta la conviccion de que el conocimiento de la biologia, y mas en concreto de la
ecofisiologia, de las diferentes poblaciones puede contribuir a su control, de forma que es
importante caracterizarlas a través de parametros fisioldgicos y bioquimicos (Navarro et al.,
2013). Desde hace décadas el mejillon cebra ha sido utilizado para la biomonitorizacion de
contaminantes de aguas dulces superficiales.

Con el fin de controlar la expansion del mejillon cebra de forma sostenible es importante
donde han producido un impacto econdémico y ecoldgico. Estudiando sus parametros
fisiologicos y bioquimicos, asi como el cambio en el patron de expresion proteica
conseguiremos establecer diferencias ecofisioldgicas entre poblaciones que permitan
desarrollar e implementar métodos para controlar su expansion en los ecosistemas
dulceacuicolas.

El conjunto de proteinas que expresa un organismo en un determinado momento bajo unas
determinadas circunstancias se denomina proteoma (Wilkins et al.,1995), y éste cambia funcion
de las caracteristicas ambientales de cada ecosistema haciendo uso de los mecanismos
fisioldgicos que regulan la capacidad de adaptacion y tolerancia de los organismos a diferentes
ambientes.

Los mejillones cebra son organismos ormorreguladores y la principal limitacion de un
habitat es el requerimiento ionico de K*( Wilcox y Dietz 1998), también es destacable el papel
de las MTs que protegen al animal de estrés quimico, asi como la familia de proteinas
protectoras frente al estrés térmico o HSP, (Snyder et al., 2001). El uso de técnicas “6micas”
(Torreblanca et al., 2003; Pina et al., 2007) permite conocer el estado de salud del animal y su
capacidad de reaccionar frente al estrés medioambiental de forma que podamos diagnosticar el
efecto fisioldgico tanto de estresores naturales como antropogénicos (contaminantes metalicos,
organicos, compuestos farmacéuticos, etc.) en las poblaciones de mejillon cebra.

La caracterizacion de las diferentes poblaciones de mejillon cebra en base a las diferencias
bioquimicas y fisiologicas y el establecimiento de una relacion con las condiciones ambientales
permite ampliar el conocimiento sobre el mejillon cebra y contribuira en el desarrollo de
métodos biologicos para el control sostenible de esta especie invasora. Se disponia un gran
volumen de datos obtenidos en el proyecto “Estudio de la estructura genética y diferenciacion

ecologica de las poblaciones espafolas del mejillon cebra frente a factores ambientales de
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origen natural y antropogénico. Bases cientificas para su control ambiental sostenible
(CEBRAPOP)” del Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino con referencia
RN2008-042-03.4, de dos afos de duracion (2008-2009), cuyo andlisis detallado e

interpretacion a la luz de la informacion actual constituyen la presente Tesis Doctoral.

1.6 Hipaotesis y objetivo

La hipotesis de trabajo es hay diferencias en las caracteristicas fisiologicas y en la
composicion quimica de diferentes poblaciones de mejillon cebra (D. polymorpha) del rio Ebro

y Mijares y que estas diferencias obedecen a factores naturales y antropogénicos de su habitat.

Objetivo principal

El objetivo principal es la caracterizacion de las poblaciones de mejillon cebra en los
rios Ebro y Mijares en base a parametros quimicos, bioquimicos y fisiologicos y el
establecimiento de las posibles relaciones con las particularidades de su habitat con especial
énfasis en la contaminacion por metales.
Para conseguir el objetivo principal se han establecido los siguientes objetivos particulares:
1. Estudiar los aspectos relativos a la osmorregulacion de las diferentes poblaciones.
2. Determinar el contenido de metales y la concentracion de metalotioneina en los tejidos.
3. Comparar el patrén de expresion proteica y la abundancia de proteinas de estrés de las
poblaciones.

4. Interpretar las diferencias encontradas en relacion con las caracteristicas del hébitat.
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2. MATERIAL Y METODOS



2.1 Seleccion de las poblaciones de mejillon cebra en los rios Ebro y Mijares y

caracteristicas de las areas de estudio

Para este estudio fueron seleccionadas siete poblaciones de mejillon cebra localizadas
en diferentes puntos del rio Ebro y una en el rio Mijares (Figura 8). Las poblaciones
seleccionadas fueron: dos poblaciones en el Embalse de Flix (F), cercano a la planta quimica
cloro-alcalina, donde se situan dos localidades: la primera en la orilla opuesta a la fabrica (FF),
y la segunda proxima a la zona de desechos de la planta quimica (FR, Flix reserva). Dos
poblaciones situadas a 5 y 17 Km del Embalse de Flix: Riba-roja (RB) y Fayon (FAY),
respectivamente. Y tres poblaciones situadas corriente arriba: Mequinenza (MEQ) y Caspe
puente (CAS1) y Caspe Lago (CAS 2). En el rio Mijares, la poblacioén seleccionada fue la
situada en la localidad de Sitjar (SIT).

La poblacion de Riba-roja situada entre las regiones de Aragon y Cataluna, fue
seleccionada por ser una de las primeras localizaciones afectadas por la colonizacion del
mejillon cebra en Espana, en el caso de Flix (Tarragona), ha sido elegida por su alta
contaminacion industrial.

Las poblaciones de Fayon y Mequinenza situadas en la provincia de Zaragoza, proximas
al meandro del rio Ebro, han sido seleccionadas para estudiar la adaptabilidad de la especie en
la confluencia de los rios Segre, Ebro y Cinca; siendo Mequinenza una cuenca carbonifera,
existiendo en la parte mas oriental de la zona depositos de lignito negro e industrias de cemento,
quimicas y azucareras, cuyas materias fueron transportados en otras épocas por el rio hasta
llegar a Fayon donde existia una estacion de ferrocarril que permitia su distribucion.

En el caso del Embalse de Sitjar (provincia de Castellon) nos encontramos con una
industria recicladora y una fabrica de azulejos. Los sedimentos del embalse estan constituidos

principalmente por minerales arcillosos como caolin, arcilla natural, barro, gres y feldespatos.
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Cuenca hidrografica del Ebro
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. Mequinenza
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Figura 8. Seleccion de poblaciones naturales de mejillon cebra (D. polymorpha) en las cuencas

del Rio Ebro y Rio Mijares.

2.2 Recogida de muestras, transporte y almacenaje en el laboratorio

Dado que las poblaciones de mejillon cebra presentan una marcada estacionalidad en su
ciclo reproductor con un mayor crecimiento y reproduccion durante la primavera-verano (Lowe
and Pipe, 1987) ejemplares adultos, con un tamafio de concha entre 17-23 mm, se recolectaron
a principios de la primavera (marzo 2009) y del otofio (octubre 2009). Un total 50 individuos
fueron recogidos por localizaciéon (8 localidades en marzo y 7 en octubre de 2009,
respectivamente) por un submarinista a una profundidad entre 3-5 m de la superficie del agua-

Los ejemplares se diseccionaron “in situ” y los tejidos (branquia y glandula digestiva)
fueron inmediatamente depositados en nitrogeno liquido y transportados en hielo seco al

laboratorio donde se almacenaron a -80°C.
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2.3 Analisis de estresores naturales y antropogénicos en los puntos de muestreo y

biodisponibilidad

2.3.1 Analisis de metales y fosforo en los tejidos.

Previamente se han homogeneizado los tejidos a analizar. Para el andlisis de los
elementos se digirieron los homogenizados en 4cido nitrico concentrado a temperatura
ambiente durante toda la noche. Posteriormente se calentaron las muestras a 80°C durante 2
horas. Dentro de cada serie de réplicas se us6 un blanco con agua ultrapura sometido al mismo
procedimiento que los homogenizados. La solucion fue transferida a tubos limpios y diluida
hasta un volumen final constante con agua ultrapura. Se analizaron las concentraciones de Cu,
Zn, Mn, Fe, K, Ca, P, Cd, Pb and Hg utilizando la técnica de ICP-Masas con un modelo ELAN
6000 Perkin-Elmer. Las concentraciones de los elementos se expresan en toda la tesis como

ug/g de peso fresco sino se indica lo contrario.

Los materiales de referencia (DOLT-3, LUTS-1, SRM1577¢) se sometieron al mismo
procedimiento de digestion y fueron analizados al mismo tiempo que los tejidos. El valor
encontrado para todos los elementos es comparable al valor certificado, con un rango de

recuperacion del 85 al 110%.

2.4 Determinacion de respuestas fisiologicas y bioquimicas

2.4.1 indice de contenido hidrico

El indice de contenido hidrico (o indice de peso seco), abreviado por sus siglas del inglés
“Dry Weight Index” como DWIL,puede dar una estimacion del estado de salud de algunos
organismos y ha sido utilizado previamente en mejillén cebra (Binelli et al., 2001; Bacchetta y
Mantecca, 2009). E1 DWI se ha estimado en un total de 10 individuos por localizacion y época
de muestreo como la relacion entre el peso seco y el peso himedo de los tejidos blandos
multiplicada por 100. Para obtener el indice una vez registrado el peso humedo de cada tejido
separado de la concha se procedid a su secado en estufa a 60°C durante 24 h, para determinar

el peso seco.
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2.4.2 Determinacion de la actividad Na*/K*-ATPasa en branquia

La actividad de la enzima Na*/K"-ATPasa se determiné acorde con el procedimiento
descrito por Gonzalez-Mira et al (2018). Las muestras correspondientes a branquias de dos
mejillones fueron pesadas en una balanza de precision analitica previo a la determinacion
enzimatica. El nimero de réplicas para cada localizacion fue n=5.

Las branquias (0,1 g de tejido) fueron homogeneizadas en un ultra-Turrax, en 1,5 mL
de SEI buffer, compuesto por:150 mM de sacarosa, 50 mM de imidazol y 10 mM de Na,EDTA
a pH 7,3. Una vez homogenizadas las muestras, estas se centrifugaron a 5000 g durante 2
minutos a 4°C, y a continuacion se separ6 el sobrenadante y se guard6 a -80°C para su posterior
analisis.

Para el ensayo en microplaca, se tomo una alicuota del sobrenadante (5 uL) al que se le

afiadi6 100 pL de la siguiente solucion: 0,1M de imidazol, 0,1 M NaCl, 0,02M KCI, 4 mM
MgCl * 6H20, 3 mM ATP-Na; libre de vanadio, ajustada a pH 7,4, a la que se adicioné 1mM
de ouabaina, que es un inhibidor especifico de Na*/K*-ATPasa.
Paralelamente, a una segunda alicuota de (5 pL) se le afiadi6 una solucion libre de ouabaina,
siguiendo el mismo procedimiento descrito en el parrafo anterior. A continuacion, las muestras
se incubaron durante 30 minutos a 37°C, deteniéndose la reaccion mediante la adicion de 100
uL de acido tricloroacético 10%.

La cantidad de fosforo libre se midié mediante la adicion de 100 pL. de solucién de
molibdato acida (1.25 g dL*' de molibdato de amonio * 4H,O en 2,5 N de H2SO4), y un
preparado fresco de Fiske Subbarrow (Sigma). Se realizd una curva estandar de fosforo
inorganico (Pi) entre 0-400 pmol L!. Después de 30 minutos las absorbancias fueron medidas
a una longitud de onda de 750 nm mediante un lector de placas TECAN (Salzburg, Austria).

La actividad enzimatica de la Na*/K*-ATPasa fue determinada como la diferencia en el
Pi producido por la reaccidon en ausencia y presencia ouabaina, inhibidor especifico de la
actividad Na*/K*-ATPasa. El contenido de proteina total fue determinado por el método de

Bradford. La actividad de Na"/K*-ATPasa fue expresada en umol de Pi mg proteina™ hora™.

2.4.3 Determinacion de metalotioneina (MT) en branquia y glandula digestiva por
polarografia de Pulso Diferencial (PPD)

Una muestra de glandula digestiva y branquia correspondiente a tres mejillones
fue pesada y homogeneizada en hielo con una ultra-Turrax en tres volimenes de 20 mM Tris—
HCI buffer, ] mM DTT y 0,2 mM PMSF a pH 8,6. Los homogeneizados fueron centrifugados
a 30.000 g durante 45 minutos a 4°C, y el sobrenadante obtenido se transfiri6 a tubos limpios y
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se calent6 a 80°C durante 10 minutos, con el fin de desnaturalizar las proteinas. Posteriormente,
se volvid a centrifugar a 30.000 g durante 45 minutos a 4°C, para precipitar las proteinas
desnaturalizadas y se recuperd el sobrenadante que contiene en solucion la MT que es
termoestable.

La determinacion de MT en el sobrenadante se realizd mediante el método PPD descrito
por Bebianno (1989). Se afiadi6 una alicuota del sobrenadante de 25 pL (glandula digestiva) o
50 pL (branquias) en la célula polarografica que contenia 20 mL de electrolito soporte (cloruro
de hexaminocobalto) junto con 250 puL de Triton X-100 a una concentracion de 0,025%. La
célula se purgd durante 2 min con N2 purificado antes del andlisis. Posteriormente se midi6 la
respuesta polarografica de la muestra durante un barrido de potencial de -1,38 V hasta -1,7 V
mediante un analizador modelo Methrom 757 (VA Computrace, Methrom, Switzerland) en
modo SMDE (electrodo de gotas de mercurio estacionario).

La cuantificacion se realizd usando el método de adiciones estandar con MT I+I1
(Sigma), adicionando 250 plL. de MT patron con una concentracionmde 10 mg/L. en agua
destilada. Finalmente, se compararon las alturas de las curvas polarograficas de la muestra y las

adiciones. Los resultados se expresaron como pg/g de peso fresco.

2.5 Analisis de la expresion proteica en branquia

2.5.1 Separacion y analisis de expresion proteica mediante electroforesis

bidimensional diferencial (2D DIGE, “Differential In Gel Electrophoresis”)

Preparacion de muestras y marcaje con fluorescencia ( CyDye (GE healthcare))

Las branquias se homogenizaron individualmente ( n = 8) en un tampo6n Hepes-sacarosa
(HEPES 10 mM; sacarosa 250 mM) que contenia DTT 1 mM, acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) 1 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM e inhibidor de proteasa al 10 %,
(coctel Sigma-Aldrich P8340) ,durante 1 min en un bafio de hielo, utilizando un
homogeneizador ultraturrax de 2400 rpm. A continuacion, el homogenizado se centrifugd
durante 1 h a 50.000 g a 4°C, se separ6 el sobrenadante resultante y se congel6 a -80°C hasta

su analisis.

La concetracion de proteinas de los sobrenadantes se determin6 mediante el ensayo de
proteinas Bradford de Biorad (kit RcDc) con BSA (albimina de suero bovino) como
estandar.Previamente, las proteinas presentes en los sobrenadantes se precipitaron utilizando el

kit de limpieza 2D (GE Healthcare, Uppsala, Suecia) siguendo las instrucciones del fabricante,
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y se resuspendieron en tampoén DIGE. El pH del extracto de proteinas se ajust6 a 8,5 anadiendo

50 mM de NaOH.

Las proteinas de las branquias extraidas de cada poblacion (n = 4) se marcaron al azar
con Cy3 o CyS5. Para el marcaje minimo DIGE, se mezclaron 50 pg de muestra de proteina con
400 pmol de Cy2, Cy3 o Cy5 CyDye (Cyanine Dye, Amersham Biosciences) mediante vortex
y se incubaron en hielo en la oscuridad durante 30 minutos. La reaccion de marcaje se detuvo
mediante la adicion de 1 pL de 10 mM lisina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), seguido de una
incubacion en hielo durante otros 10 minutos. El de patrén interno se prepar6d con 25 pg de
proteina de cada muestra de branquia, y mediante marcaje con Cy2 como se ha descrito
anteriormente. Por lo tanto, se consideraron cuatro muestras por sitio (cada una con dos

branquias agrupadas del mismo sitio)

Separacion de proteinas por 2DE vy adquisicion de imdgenes

Para la separcaion de las proteinas en la primera dimension se utilizaron tiras de
Immobiline® DryStrip pH 4-7, 24 cm (Company et al., 2011, 2012), que fueron rehidartadas
pasivamento a 20°C durante 18h. Las muestras marcadas con Cy3 y Cy5 que se iban a separar
en el mismo gel se juntaron con el estandar interno marcado con Cy2 y se mezclaron con un
volumen igual de tampodn de lisis 2x. A continuacion, se us6 una carga de copa anddica para
cargar las muestras en la tira en la primera dimension. El enfoque isoelectrico (IEF) se realiz6
aplicando 300 V durante 4 h, 600 V durante 3 h, 1000 V durante 3 h, 8000 V durante 3 h 'y 8000
V durante 32 000 Vh, utilizando una unidad EttanTM IPGphor (GE Healthcare). Despues, las
tiras se equilibraron en tampon dodecilsulfato de sodio (SDS) (Tris-HCl 50 mM, urea 6 M,
glicerol al 30 % (v/v), SDS al 2 % (p/v)), primero con ditiotreitol al 1 % (DTT) (p/v) y, en
segundo lugar, con yodoacetamida al 2,5%. Después del equilibrio, las tiras se cargaron en
geles SDS-PAGE al 12,5 % en una unidad de separacion Ettan Dalt-six (GE Healthcare), y se
corrieron a 1 W/gel a 22 °C toda la noche (O/N). Todos los procedimientos de electroforesis se

realizaron en la oscuridad.

Los geles se escanearon con un escaner laser TyphoonTM 9400 (GE Healthcare). Las
longitudes de onda de excitacion y emision se eligieron especificamente para cada uno de los

fluoroforos de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.
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2.5.2 Identificacion de proteinas de interés con espectrometria de masas (MS)

Las proteinas de interés se extrajeron manualmente de los geles analiticos y se
procesaron digeridas con tripsina de grado de secuenciacion (Promega), luego se sometieron a
identificacion por espectrometria de masas. La mezcla procesada se seco en una centrifuga de
vacio, se resuspendié en 7 pL de 4cido trifluoroacético al 0,1 % (TFA, Sigma) y se deposito 1
uL en la placa objetivo MALDI. Después de secar las gotas al aire a temperatura ambiente, 0.5
uL de matriz (5 mg mL-1 de &cido a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA, Sigma) en 0.1% TFA-
ACN/H20 (1:1, v/ v)) se seco al aire a temperatura ambiente. Las fracciones resultantes se
analizaron en un MALDI-TOF-TOF (4700 Proteomics Analyzer, Applied Biosystems, Foster
City, EE. UU.) en modo de reflexion positiva (2000 disparos en cada posicion). Cinco de los
precursores mas intensos (segun los criterios de umbral: 1) minima sefial/ruido 10, 2) area
minima de racimo; 500, 3) espacio méaximo de precursor: 200 ppm, 4) espacio maximo de
fraccion: se seleccionaron 4 para cada posicion para el analisis MS/MS. Se adquirieron los datos
de MS/MS correspondientes al control. Utilizando el método predeterminado MS/MS de 1 kV.
La informaciéon de MS y MS/MS se envi6 a MASCOT a través del software GPS (Applied
Biosystems). La busqueda en la base de datos se realiz6 utilizando las bases de datos de Swiss-
Prot, NCBI . Se utiliz6 la carbamidometilacion de Cys como modificacion fija y la oxidacion
de Met y la desamidacion de Asn y Gln como modificaciones variables. Las secuencias
candidatas se identificaron a partir de la base de datos sobre la base de masas peptidicas intactas,
y los espectros completos o parciales que se esperaba que resultaran de la fragmentacion de

estos péptidos candidatos se generaron y compararon con el espectro experimental.
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2.5.3 Identificacion de proteinas de interés con método de marcaje isobarico (ITRAQ,
“Isobaric Tag for Relative and Absolute Quantitation™)

Se utilizaron los mismos sobrenadantes de branquias extraidos y en el mismo tampdn
que los experimentos de DIGE descritos en el apartado anterior. Por lo cual hubo que cambiarlas
a otro medio. Se tomaron 30 pL de sobrenadante de una muestra por sitio de muestreo y se
precipitd con TCA, y el precipitado se lavo con 30 pL de acetona fria. Tras secarlo al aire se
disolvi6o en 50 puL de 50% TFE en 500 mM de  TEAB.
Se cuantifico la proteina presente en cada muestra mediante nanodrop, se tomo 110 g para el
marcaje y se diluyé hasta 20 pL con 50% TFE en 500 mM de TEAB. Posteriormente se
redujeron las muestras con TCEP y a partir de este punto se siguieron las instrucciones descritas
en el kit para iTRAQ (Applied Biosciences). Posteriormente se realiz6 un isoelectroenfoque en

una tira de 7 cm de rango de pH 3-10 no lineal cargando

400ug totales de péptidos. Al acabar el isoelectroenfoque se lavo la tira y se dividio en tiras de
0,5 cm. Se extrajeron los péptidos en diferentes soluciones, combinandose todas las de una
misma fraccion de tira. Tras evaporarlas y resuspenderlas en ACN 0,1% TFA se sometieron a
analisis mediante HPLC en un equipo ETTAN LC (Amersham Biosciences) y posterior analisis
mediante un espectrometro cuadrupolo de tiempo de vuelo (QSTAR ESI XL Hybrid
LC/MS/MS Mass Spectrometer System) siguiendo el protocolo descrito en Calderon-Gonzalez
et al (2015).
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Los datos del algoritmo de busqueda fueron:

PROTEIN PILOT v3.0 (ABI)

El software permite identificar las proteinas (Algoritmo de busqueda PARAGON) y
cuantificar las diferencias

Se analizan combinadas todas las fracciones.
ANALYSIS PARAMETERS

Sample Type: iTRAQ 8plex (Peptide Labeled)
Cys. Alkylation: MMTS

Digestion: Trypsin

Instrument: QSTAR ESI

Special Factors: Urea denaturation

Species:

ID Focus: Amino acid substitutions

Database: NCBImetazoa 20100312.fasta
Search Effort: Thorough

FDR Analysis: Yes

User Modified Parameter FYes

RESULT PARAMETERS

Detected Protein Threshold [Unused ProtScore (Conf)] >: 1.30 (95.0%)
Competitor Error Margin (ProtScore): 2
Software Version: ProteinPilot™ Software 3.0
Software Revision Number: 114732
Paragon™ Algorithm: 3.0.0.0, 113442

2.6 Analisis estadistico de datos

Los datos obtenidos en las determinaciones de metales en branquia y glandula digestiva,
asi como de actividad enzimatica de Na*/K*-ATPasa en branquia y MT en branquia y glandula
digestiva, se analizaron en primer lugar para comprobar si cumplian las premisas de normalidad
(prueba de Kolmogorov-Smirnov), asi como con la homogeneidad de las varianzas (prueba de
Levene); por ultimo, se realiz6é un analisis de correlacion de Pearson con todas las variables
analizadas. Todos los anélisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software estadistico
SPSS Systems (SPSS Inc., v15.0). El nivel de significacion se establecié para todas las pruebas
en p < 0,05. Para determinar las diferencias significativas dentro de cada grupo y entre todos
los grupos para el factor poblacion se aplico el andlisis estadistico ANOVA de una via, seguido

de la prueba post hoc de Tuckey para comparaciones multiples.

El anélisis estadistico de los geles 2D-DIGE para determinar la expresion diferencial de
las proteinas se realizé utilizando DeCyder v6.5 Difference In-gel Analysis (DIA), Biological
Variation Analysis (BVA) modules and Extended Data Analysis (EDA) v1.0 software (GE
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Healthcare). Se emple6 la prueba de ANOVA de una via para determinar las proteinas
diferencialmente expresadas en las poblaciones, seguida de una prueba post hoc test de Scheffé
para las comparaciones multiples. Por ultimo, se utilizo el método jerarquico de agrupamiento

de datos (hierarchical clustering) para construir una jerarquia de grupos

42



43

3. RESULTADOS Y DISCUSION



3.1 Efectos de estresores naturales y antropogénicos

3.1.1 Contenido de metales, potasio y fosforo en los tejidos

Los valores obtenidos en las glandulas digestivas y las branquias en mejillon cebra para
las concentraciones de metales Fe, Mn y Ca, para las de fosforo (P), asi como para el indice de
contenido hidrico (DWI) de los individuos, se presentan en las tablas 1 y 2. La concentracion
de metales en las poblaciones de estudio durante primavera y otofio de 2009 se expresan como
valores medios normalizados por peso himedo (también denominado peso fresco y abreviado

como pf).
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Tabla 1. Valores medios de concentracion de metales y fosforo (ug/g) en glandula digestiva y branquia de D. polymorpha durante primavera en

las poblaciones estudiadas. Las diferentes letras indican las diferencias significativas (p<0,05) entre poblaciones.

PRIMAVERA
Elemento
ne.g 1 pf SIT CASI RR FF MEQ FR CAS2 FAY
P |Gl Digestiva | 693.17 = 134.40 129248 +98.28 116021 £92.85 b:1007,11 47037 1099284141,89 812722413281 835,614131.93 116541421638
Bnaia | 3872747201 4586267350 5104653377 _4180146.02 " 143.53449.60 57897410407 439.7828.50  673.91480.79
Fe |Gl Digesiva | 623941118 8577442871 ° 8833464 1478943638 123584442 772041482 537241209  48.405+94.47
Brnquis | D49.541546 20824846 | 17784685 20934445 30474457 27541501 3413377 2511436
Mn ol Digestiva | 321506 3445054 4544131 US7894148 3674105 3864036 3248404 2641405
Branquia 1704055 14214039 1654052 1934049 18864117 1844044 1384007  1.87£0.62
Ca |l Digetiva | 6097348308 "'S165948141 351721410246 98454 £222.64 5835546571 171794130714 654.02£10208 411,329 40,62
Brguia | 393,161 11242 15307 438,05 1705343837 185434504 243302428305 362142518127 447131083 24567 244,32
DWI “10.93£1,60 10,9321 ©10,0641,00 1651408 10,61+091  17,04+0,58
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Tabla 2. Valores medios de concentracion de metales y fosforo (pg/g) en glandula digestiva y branquia de D. polymorpha durante otofio en las

poblaciones estudiadas. Las diferentes letras indican las diferencias significativas (p<0,05) entre poblaciones.

OTONO
Elemento
ng.g 1 pf
SIT CAS1 RR FF MEQ FR CAS2
a bd acd c C abc bd
P Gl. Digestiva 521,32+30,07 869,99+67,15 619,89+121,82 684,79+47,09 654,26+37,23 717,09+93,17 842,04+52,56
b a a bed bcd C ad
Branquia 329,21+15,58 559,32+39,04 396,57+26,49 372,81+£88,36 420,07+54,06 402,14+29,03 509,95+19,11
b a ac b ac bc
Fe Gl. Digestiva 239,55+58,31 77,2+£9,33 72,33+£16,51 93,79+13,39 193,7+18,76 108,25+25,85 122,81+13,81
ab a a ac bc a b
Branquia 68,8+21,82 51,05+£10,92 31,96+9,98 47,53+17,5 97,63+17,42 36,2495 161,38+43,87
a a a a a
Mn Gl. Digestiva 5,32+1,21 3,8+0,24 @ 7,09+2,34 5,37+0,84 5,68+1,04 6,76+2,86 3,81+0,41
a a a a a a
Branquia 1,39+0,44 2,11+0,53 3,17+£1,36 2,57+1,16 1,9+0,43 2,65+1,44 1,51+0,3
bc a a ab [ ab abc
Ca Gl. Digestiva | 1432,13+435,89  464,07+£90,54 435,69+72,66 564,97+£142,43 1179,85+103,27 519,5+£104 800,61£784,65
b ab a a ab a ab
Branquia 513,77+99,48 387,01+445,28 278,25+38,04 240,54+60,68  414,08+109,65 332,32+73,98  335,91+298,23
b b
DWI ¢ 7.71£0,01 13+0,01 € 6,06£0,01 8,10,02 8,88+0,02
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Metales toxicos: cadmio (Cd), mercurio (Hg) y plomo (Pb)

Cadmio

Las concentraciones de Cd determinadas en la glandula digestiva y en las branquias de
los individuos de las diferentes poblaciones se muestran en las Figuras (9 y 10). Se observa que
los niveles de Cd son mayores en primavera en ambos tejidos, y que la poblacion Flix Fabrica
(FF) es la que presenta mayor nivel de Cd, existiendo diferencias significativas con el resto de

las poblaciones en ambas estaciones de muestreo, primavera y otofio.
Cd glandula digestiva

m Sitjar
Caspe puente
Riba-roja

m Flix Fabrica

Mequinenza

ug/g peso fresco

m Flix reserva
Caspe Lago

m Fay6n

primavera otofo

Figura 9. Contenido de Cd (pg/g) en glandula digestiva de D. polymorpha durante primavera y
otofio en las poblaciones estudiadas. Los valores se expresan como media + desviacion estandar
(DS). Las diferentes letras indican las diferencias significativas (p<0,05) entre poblaciones para

una misma estacion (ANOVA de una via y post hoc Tuckey).
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Cd branquia
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?ﬂ bc ab a m Flix reserva
0,021 e cd s T T
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0,01 - - - o
m Fayon
0 - T
primavera otofo

Figura 10. Contenido de Cd (ng/g) en branquia de D. polymorpha durante primavera y otofio
en las poblaciones estudiadas. Los valores se expresan como media + desviacion estandar (DS).
Las diferentes letras indican las diferencias significativas (p<0,05) entre poblaciones para una

misma estacion (ANOVA de una via y post hoc Tuckey).

FF es la poblacién con mayor nivel de Cd en diferentes tejidos de D. polymorpha, en
consonancia con lo encontrado por otros autores (ver Tabla 3) en tejido blando y en el animal
entero de las mismas poblaciones objeto de este estudio. En las poblaciones de FR, MEQ, RB
y SIT existe similitud entre las concentraciones de Cd en glandula digestiva con las
determinadas en el animal entero por Navarro et al. (2013), sim embargo, hay diferencias claras
con respecto a los datos obtenidos en tejido blando y animal entero por Faria et al. (2010),
Alcaraz et al. (2011) y Soto et al. (2011).

Si comparamos los valores de Cd en branquias con respecto a los encontrados en
glandula digestiva observamos diferencias, siendo diez veces menor el nivel de Cd en las
branquias que en la glandula digestiva. Por otra parte, algunos estudios de exposicion a cadmio
realizados en laboratorio en diferentes poblaciones de mejillon cebra europeas y de Estados
Unidos (Tabla 4) detallan las concentraciones de metales presentes en los organismos controles
(Bervoets et al., 2005, Voets et al., 2004; Bourgeault et al., 2010), de forma que podemos
establecer una comparacion entre el control o nivel basal de los mejillones cebra con nuestros

datos de campo. En estos trabajos los individuos de los grupos control presentan
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concentraciones de Cd en tejido blando (incluyendo también el manto) en un rango que coincide

con el rango de concentraciones encontradas en el presente estudio en la glandula digestiva.

Tabla 3. Concentraciones de Cd en diferentes tejidos de D. polymorpha determinadas por varios

autores en las poblaciones estudiadas en el presente trabajo.

ANO
MUESTREO

Primavera

2009

2008y 2009

2006

Otoiio 2008

Verano 2006

Verano 2014

TEJIDO
Ctissue
(ug.g7pf)
Glandula digestiva
Branquia x(102)

Tejido blando

Animal entero

Tejido blando

Tejido blando

Tejido blando

FF

0,98

7,17

FR FAY
0,26 0,12
2,31 0,69
0,37 0,17
0,15
0,04
0,17

CAS1 CAS2 RB MEQ

1,06 148 0,82 1,00
029 0,13
0,08
0,037 0,081

SIT AUTOR

0,21 Presente trabajo

0,37 Navarro et al.,
(2013)

Barata et al.,
(2009)

Alcaraz et al.,
(2011)

Soto et al., (2011)

Benito et al.,
(2017)

Tabla 4. Concentraciones de Cd en diferentes tejidos de D. polymorpha determinadas por varios

autores en las poblaciones europeas.

ANO
MUESTREO

Verano 2008
Invierno 2009

2009

Invierno 2001

Primavera y
otofio 2014

2014

TEJIDO

Ctissue
(ug.gpf)
Tejido blando

Tejido blando

Tejido blando

Tejido blando

Tejido blando

CONTROL
0,10 0,81
2,43 63,72
1,35 11,34

0,040

0,70

EXPOSICION LOCALIDAD

Rio Meuse, Francia

Rio Drava, Croacia

Embalse de Antwerpse
Waterwerkenin Duffel,
Bélgica

Rio Rhin, Alemania

Lago Michigan, USA
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Bourgeault et al. (2010)

Ivankovic et al. (2010)

Voets et al. (2004)

Kerambrun et al., (2016)

Shoults-Wilson et
al.,(2015)



Mercurio

Las concentraciones de Hg determinadas en la glandula digestiva y en las branquias se
muestra en las Figuras 11 y 12. El valor mas alto se encuentra en glandula digestiva en la
localizacion de FF durante primavera de 2009, siendo este valor significativamente diferente a

los encontrados en las demas poblaciones de estudio.

Hg Glandula digestiva
0,18
0,16 N
% 0,14 W Sitjar
'g 0,12 Caspe puente
© Riba-roja
03-’ 0,1
& 0,08 o Flix Fabrica
)
= 0,06 ® Mequinenza
0,04 - M Flix reserva
0,02
Caspe Lago
0
m Fayén

primavera otofno

Figura 11. Contenido de Hg (ng/g) en glandula digestiva de D. polymorpha durante primavera
y otoflo en las poblaciones estudiadas. Los valores se expresan como media + desviacion
estandar (DS). Las diferentes letras indican las diferencias significativas (p<0,05) entre

poblaciones para una misma estacion (ANOVA de una via y post hoc Tuckey).
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Hg Branquia

0,09
0,08 - a
0,07 - | Sitjar
2 0,06 - Caspe puente
5 0,05 - Riba-roja
ap
E_o 001 1 W Flix Fabrica
0,03 - a .
002 - Mequinenza
Ol01 . b cd ab ab.,b ab gp. a M Flix reserva
0 - = i Caspe Lago
Fayén

primavera otofio

Figura 12. Contenido de Hg (pg/g peso fresco) en branquia de D. polymorpha durante
primavera y otofio en las poblaciones estudiadas. Los valores se expresan como media +
desviacion estandar (DS). Las diferentes letras indican las diferencias significativas (p<0,05)
entre poblaciones para una misma estacion (ANOVA de una via y post hoc Tuckey).

El rango de las concentraciones de mercurio (Hg) encontradas en branquia y glandula
digestiva son comparables con los obtenidos en tejido blando por otros autores como Alcaraz
et al. (2011), Navarro et al. (2013) y Benito et al. (2017), en las mismas poblaciones elegidas
en este estudio, y con otras poblaciones localizadas en Alemania (Fliedner et al., 2014), Canada
(Kraemer et al., 2013) y USA (Wilson-Shoults et al., 2015) (ver tablas 5 y 6). Sin embargo, son
diferentes a los encontrados por Faria et al. (2010) y Soto et al. (2011) cuyos resultados para el
contenido en Hg en organismo entero son hasta cien veces mayores que los valores encontrados
en este estudio en ambos tejidos para las mismas poblaciones.

Se ha encontrado que el Hg se acumula de forma preferencial en glandula digestiva,
coincidiendo también con los resultados de otros autores (ver tabla 5 y 6). Un factor importante
para explicar las diferencias de ejemplares capturados en diferentes localidades puede ser el
tamano del organismo y el consecuente efecto de dilucion del metal (Mersch yPihan,1993;
Roditi y Fisher, 1999; Kwan et al., 2003), aunque en el presente trabajo se ha intentado

minimizar esta variable.
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Tabla 5. Concentraciones de Hg en diferentes tejidos de D. polymorpha determinadas por varios

autores en las poblaciones de estudio elegidas en el presente trabajo.

ANO
MUESTREO

Primavera
2009

2008 y 2009

2006

Otoiio 2008

Verano 2006

Verano 2014

TEJIDO
Ctissue
(vg-g'pf)

Glandula digestiva
(10?)
Branquia x(102)

Tejido blando
x(102)

Animal entero

Tejido blando
x(102)

Tejido blando

Tejido blando
x(102)

FF FR
14,91 1,89
6,86 0,65
32,4 5.4
0,50

15
1,21
2,7

FAY CAS1
0,64 1,46
0,55 0,65

2,1

CAS2 RB
0,87 2,14
0,95 0,44

3,7

SIT AUTOR

1,31 Presente trabajo

0,56

6,2 Navarro et al.,
(2013)

Barata et al.,
(2009)

Alcaraz et al.,
(2011)

Soto et al., (2011)

Benito et al.,
(2017)

Tabla 6. Concentraciones de Hg en diferentes tejidos de D. polymorpha determinadas por varios

autores en las poblaciones europeas, Estados Unidos y Canada.

ANO
MUESTREO

Invierno 2014

2006-2009

2008-2009

TEJIDO
Ctissu
(1g-g™pf)

Tejido blando

Tejido blando

Animal entero

CONTROL

0,9

0,15

0,023

EXPOSICION

LOCALIDAD

Lake Michigan,
USA

Elbe Saale
Lake Belau,
Alemania

Kawartha lake,
Canada

AUTOR
Shoults-Wilson et al.,
(2015)

Fliedner et al. (2014)

Kraemer et al. (2013)

La existencia de particulas solidas y de carbono en suspension que forman complejos

estables con Hg son retenidas por los organismos a través de su alimentacion (Kraemer et al.,

2013), pudiendo dar lugar a diferencias de acumulacion entre las diferentes poblaciones de
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mejillon cebra estudiadas. La variabilidad estacional es un factor importante a tener en cuenta,
la mayor acumulacion de Hg se produce en primavera (ver Figura 13 y 14) coincidente con la

maduracion de células germinales (Villarroel et al., 2016) y la acumulacion de lipidos en las

gbonadas.
Plomo

La poblacion con mayores niveles de Pb en sus tejidos es SIT, alcanzandose el valor
mas alto en otofio (ver Figuras 13 y 14). Todas las poblaciones presentan en otofio una media
de 0,15pg g'!' de Pb en glandula digestiva, excepto en SIT donde los niveles de Pb alcanzan un
valor cuatro veces superior. En branquia sucede algo similar. Al igual que lo visto para los
metales toxicos Cd y Hg el tejido de acumulacion preferente es la glandula digestiva. En
ejemplares recogidos simultdneamente en este estudio y en Navarro et al., (2011), ver tabla 7,
también se encontrd que SIT presentaba el valor mas alto de Pb en tejido blando.

En el presente trabajo la diferencia en el contenido en Pb encontrado en SIT con las

demas poblaciones es mayor de forma proporcional en branquia que en glandula digestiva.

Pb Glandula digestiva

W Sitjar

a

Caspe puente

Riba-roja

-

<

20 M Flix Fabrica

[

2 .

- ® Mequinenza

[

DBD M Flix reserva

S~

of

3 Caspe Lago
M Faydn

primavera otofio

Figura 13. Contenido de Pb (ng/g peso fresco) en glandula digestiva de D. polymorpha durante
primavera y otofio en las poblaciones estudiadas. Los valores se expresan como media +
desviacion estandar (DS). Las diferentes letras indican las diferencias significativas (p<0,05)

entre poblaciones para una misma estacion (ANOVA de una via y post hoc Tuckey).
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Pb Branquia

0,25 - M Sitjar
a0 a Caspe puente
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b b 77T Fayon
0 -
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Figura 14. Contenido de Hg (ug/g) en branquia de D. polymorpha durante primavera y otofio
en las poblaciones estudiadas. Los valores se expresan como media desviacion + estandar (DS).
Las diferentes letras indican las diferencias significativas (p<0,05) entre poblaciones para una

misma estacion (ANOVA de una via y post hoc Tuckey).

Como se puede ver en las tablas 7 y 8 los valores de Pb obtenidos en el presente trabajo
en las poblaciones de MEQ y SIT en glandula digestiva son semejantes a los obtenidos en tejido
blando por Lebrun et al. (2017) y Kerambrun et al. (2018). Sin embargo, en los estudios de
Fliedner at al. (2014) encontraron valores de Pb en tejido blando diez veces mayores que los

encontrados en el presente trabajo.
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Tabla 7. Concentraciones de Pb en diferentes tejidos de D. polymorpha determinadas por varios

autores en las poblaciones de estudio elegidas en el presente trabajo.

ANO TEJIDO FF FR FAY CASI1 CAS2 RB MEQ SIT AUTOR
MUESTREO Ce
tissue
(g-gpf)
Primavera Glandula digestiva 0,10 0,01 0,14 0,08 0,06 0,03 0,24 0,37 Presente trabajo
2009 .
Branquia x(10%) 0,41 1,40 1,82 1,96 1,70 0,41 2,12 8,06
2008y 2009 Tejido blando 0,64 0,59 0,13 0,37 0,21 9,37 Navarro et al.,
(2013)
2006 Miusculo abdominal 0,03 0,05 Suarez-Serrano et
Procambarus al., (2010)
clarkii ?
Otoiio 2008 Tejido blando 0,55 0,12 0,23 Alcaraz et al.,
(2011)
Verano 2006 Tejido blando 0,01 Soto et al., (2011)
Verano 2014 Tejido blando 0,48 Benito et al.,
(2017)

Tabla 8. Concentraciones de Hg en diferentes tejidos de D. polymorpha en poblaciones

curopeas.
ANO TEJIDO CONTROL  EXPOSICION LOCALIDAD AUTOR
MUESTREO Ctissue
(ng.gpf)
) Rio Zehren Fliedner et al. (2014)
2005-2009 Tejfdls [llzndlo 1,20 Alemania
- Presa de Marckolsheim Lebrun et al. (2017)
Primavera Tejido blgndo 0,32 Rio Rhine,
2013 Francia
Verano 2015 Tejido blando 0,24 Rio Oise, Francia Kerambrum et al. (2018)

NOTA: Los valores han sido calculados a partir de los expresados como pg g!' peso seco

utilizando un factor de correccion de 0,27.

Metales esenciales: cobre (Cu) y zinc (Zn)

Cobre

La poblacion con mayor concentracion de Cu en glandula digestiva es la de Caspe Lago
(CAS2) en otofio (Figural5), mientras que todas las poblaciones tanto en primavera como en
otofio muestran una media aproximada de 1,74 pg g! en glandula digestiva. En branquia, SIT

alcanza el valor mas alto en primavera (Figura 16), siendo el nivel de Cu en el resto de las
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poblaciones 1,6 veces menor que en la glandula digestiva. En FAY el nivel de Cu en glandula
digestiva es menor que en branquia.

Las poblaciones presentan mayor homogeneidad en el contenido de Cu en ambas
estaciones del afio en la glandula digestiva, mientras que en las branquias s6lo se mantiene
constante el nivel de Cu en otono. Kerambrun et al. (2014) también encontraron una mayor
constancia en los niveles de Cu en el animal entero en otofo.

En las poblaciones de RB, MEQ, SIT, FF, y FR, los valores de Cu obtenidos en glandula
digestiva en el presente trabajo son similares a los obtenidos en tejido blando por Alcaraz et al.,
(2011) y Navarro et al. (2013), vease Tabla 9. Sin embargo, los estudios de Faria et al. (2010)
y Soto et al. (2011) obtuvieron valores de Cu en tejido blando cuatro veces mayor en FF y tres
veces mas en SIT que los encontrados en este trabajo. Por el contrario, Faria et al. (2010) obtuvo
valores de Cu en tejido blando 4,6 y 3,6 veces mayor en FF y SIT respectivamente que en este
trabajo.

Como se puede observar en las Tabla 10 otros autores (Aksu et al.,2012; Lebrun et al.,
2017; Shoults-Wilson et al., 2015; Strungaru et al., 2018) han obtenido, en trabajos de
laboratorio valores de Cu en tejido blando comparables a los obtenidos en el presente trabajo,
permitiendo explicar que este metal esencial estd sometido a autorregulacion y redistribucion
celular en funcién de las necesidades del organismo, desarrollando sistemas de almacenaje que
garanticen su disponibilidad siendo la acumulaciéon de Cu tejido-especifica, y la glandula

digestiva el tejido de acumulacion preferente (Engelken et al., 1999 y Bebianno et al., 2009).
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Cu Glandula digesitva

W Sitjar
Caspe puente
m Riba-roja
M Flix Fabrica
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M Flix reserva
Caspe Lago

M Fayoén

marzo octubre

Figura 15. Contenido de Cu (ng/g) en glandula digestiva de D. polymorpha durante primavera
y otofio en las poblaciones estudiadas. Los valores se expresan como media + desviacion
estandar (DS). Las diferentes letras indican las diferencias significativas (p<0,05) entre

poblaciones para una misma estacion (ANOVA de una via y post hoc Tuckey).

Cu Branquia

W Sitjar

Caspe puente
m Riba-roja
M Flix Fabrica

B Mequinenza

ug/g wet weight

W Flix reserva

Caspe Lago

M Fayén

primavera otofio

Figura 16. Contenido de Cu (pg/g) en branquias de D. polymorpha durante primavera y otofio
en las poblaciones estudiadas. Los valores se expresan como media desviacion + estandar (DS).

Las diferentes letras indican las diferencias significativas (p<0,05) entre poblaciones para una

misma estacion (ANOVA de una via y post hoc Tuckey).
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Tabla 9. Concentraciones de Cu en diferentes tejidos de D. polymorpha obtenidos por varios

autores en las poblaciones estudiadas en el presente trabajo.

ANO TEJIDO FF FR FAY CAS1 CAS2 RB MEQ SIT AUTOR
MUESTREO Ceei
tejido
ng g'pf
Primavera Glandula digestiva 2,13 1,99 1,06 1,38 2,07 2,01 1,60 1,36 Presente trabajo
2009
Branquia 1.00 0,83 1,34 1,05 0,65 1,19 0,76 1,45
2008 y 2009 Tejido blando 227 2,1 0,71 1,50 0,73 1,7  Navarroetal.,
(2013)
2006 Animal entero 9,65 5,14 Barata et al.,
(2009)
Otoiio 2008 Tejido blando 57 2,06 2,24 Alcaraz et al.,
(2011)
Verano 2006 Tejido blando 6,26 Soto et al., (2011)
Verano 2014 Tejido blando 3,52 Benito et al.,
(2017)

Tabla 10. Concentraciones de Cu en diferentes tejidos de D. polymorpha obtenidos por varios

autores en poblaciones europeas.

ANO TEJIDO CONTROL EXPOSICION LOCALIDAD AUTOR
MUESTREO Ctejido
ng g'pf
Verano 2014- . Rio Prut, Rumania Strungaru et al., (2018)
Primavera 2015  Teiido blando 0,93
Primavera 2013  Tejido blando 3,51 Rio Rhine, Cqnal de Lebrun et al., (2017)
Alsacia,Francia
Tejido blando 0,95 Lago Michigan, Shoults-Wilson et al.,
Chicago, USA (2015)
Verano 2009  Pesodela 2,2 Rio Ontario, Canada Zhong et al, (2015)
concha
1,02 Lago de Keban, Aksu et sl., (2012)

Tejido blando Turquia

NOTA: Los valores han sido calculados a partir de los expresados como pg g'!' peso seco
utilizando un factor de correccion de 0,27.
Zinc

En las diferentes poblaciones de estudio se observa constancia en los valores de Zn
alcanzados en glandula digestiva durante la estacion de primavera, siendo mas variable en
otofio. En branquia los niveles mayores de Zn se encuentran en primavera en todas las

poblaciones estudiadas siendo 1,5 veces mayores que en otofio.
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Zn Glandula digestiva
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Figura 17. Contenido de Zn (png/g) en glandula digestiva de D. polymorpha durante primavera
y otofio en las poblaciones estudiadas. Los valores se expresan como media + desviacion
estandar (DS). Las diferentes letras indican las diferencias significativas (p<0,05) entre

poblaciones para una misma estacion (ANOVA de una via y post hoc Tuckey).
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Figura 18. Contenido de Zn (pg/g) en branquia de D. polymorpha durante primavera y otofio
en las poblaciones estudiadas. Los valores se expresan como media + desviacion estandar (DS).
Las diferentes letras indican las diferencias significativas (p<0,05) entre poblaciones para una

misma estacion (ANOVA de una via y post hoc Tuckey).

Como se observa en las tablas 11 y 12 otros autores (Faria et al., 2010; Navarro et al.,

2013; Benito etal., 2017 y Kerambrun et al., 2018 ) han obtenido valores de Zn en tejido blando
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entre 4 y 3 veces mayores que los encontrados en el presente estudio en los dos tejidos

analizados (glandula digestiva y branquias).

Tabla 11. Contenido de Zn en diferentes tejidos de D. polymorpha determinados por varios

autores en las poblaciones estudiadas en el presente trabajo.

ANO TEJIDO FF FR FAY CAS1 CAS2 RB MEQ SIT AUTOR
MUESTREO Cueido
ng g'pf

Primavera Glandula digestiva 16,42 17,87 17,49 16,80 18,08 15,67 16,35 15,89  Presente trabajo
2009

e 9,69 11,17 14,31 11,50 11,06 10,71 10,19 9,84

2008 y 2009 Tejido blando 60,00 58,88 4328 5320 43,79 69,39  Navarro et al.,
(2013)

2006 Animal entero 35,05 24,05 Barataetal.,
(2009)

Otoiio 2008 Tejido blando 27,11 22,26 23,86 Alcaraz et al.,
(2011)

Verano 2006  Tejido blando 6,26 Soto et al., (2011)

Verano 2014 Tejido blando 29,85 Benito et al.,
(2017)

Tabla 12. Contenido de Zn en diferentes tejidos de D. polymorpha determinados por varios

autores en las poblaciones europeas.

ANO TEJIDO CONTROL  EXPOSICION LOCALIDAD AUTOR
MUESTREO Ctejido
ng g'pf
2012-2013 - Lago Saint-Frangois Gagné et al., (2019)
hidellno 0,004 Québec, Canada
Otofio 2014 Gléndula 72,63 Rio Oise, Francia Kerambrun et al., (2018)
digestiva

NOTA: Los valores han sido calculados a partir de los expresados como pg g peso seco

utilizando un factor de correccion de 0,27.

Al igual que Cu, este metal esencial estd sometido a autorregulacion en bivalvos
(Langston W.J.,Bebianno et al., 2011), realizdndose la distribucion celular en funcioén de la
necesidad de las distintas particiones celulares existiendo movilidad entre ellas. La eliminacion
de Zn sucede por diferentes vias: excrecion celular, retencion en organulos mineralizados y
union a metaloproteinas. El contenido de Zn es basico para el desarrollo y crecimiento celular,
estando implicado en mecanismos homeostaticos que regulan la absorcion, distribucion,

asimilacion y excrecion. En bivalvos el exceso de metal en cada compartimento tendrd un

60



patréon de eliminacion diferente, de forma que primero se eliminard de la glandula digestiva

después de las branquias y del resto de tejidos (Langston y Bebianno 2010).

Potasio

El rango concentracion de K en glandula digestiva en primavera se encuentra entre
1000-1370 pg.g''siendo Caspe puente (CASI) la poblacion con mayor nivel de K. Las
poblaciones de FR y Sitjar SIT son 2,4 y 3,4 veces menor respectivamente que el resto de las
poblaciones. En otoilo CASI sigue siendo la poblacién con mayor nivel de K, y SIT es la

localidad con menor concentracion de K siendo 2 veces inferior al resto de poblaciones.

La media de concentracion de K en branquia es menor que en glandula digestiva, siendo
3 veces inferior en primavera y 4 veces inferior en otofio. CAS2 es la poblacién con mayor
nivel de K en primavera y CAS1 es en otofio (ver figuras 19 y 20). Los valores de K obtenidos
por Benito et al. (2017) en tejido blando de ejemplares procedentes de FR son semejantes a los
obtenidos en el presente trabajo. Por el contrario, Rutzke et al. (2000) obtuvo una concentracion
de K en tejido blando (que incluye el manto ademds de las branquias y la glandula digestiva)
en individuos del Lago Ontario (Canadd) que es diez veces inferiores a los valores encontrados

en el presente trabajo.

K Glandula digestiva

H Sitjar
1600 - e
1400 Caspe puente
o
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Figura 19. Contenido de K (ng/g) en glandula digestiva de D. polymorpha durante primavera y
otofio en las poblaciones estudiadas. Los valores se expresan como media + desviacion estandar
(DS). Las diferentes letras indican las diferencias significativas (p<0,05) entre poblaciones para

una misma estacion (ANOVA de una via y post hoc Tuckey).
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K Branquia
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Figura 20. Contenido de K (pg/g) en branquia de D. polymorpha durante primavera y otofio en
las poblaciones estudiadas. Los valores se expresan como media + desviacion estandar (DS).
Las diferentes letras indican las diferencias significativas (p<0,05) entre poblaciones para una

misma estacion (ANOVA de una via y post hoc Tuckey).

Tabla 13. Contenido en K en diferentes tejidos de D. polymorpha determinado por varios

autores en las poblaciones de estudio en el presente trabajo.

ANO TEJIDO FF FR FAY CAS1 CAS2 RB MEQ SIT AUTOR
MUESTREO Cueiido
ng g'pf

Primavera  Glénduladigestiva  1046,49 553,13 1149,64 1369,18 900,17 122345  1096,94 398,75 Presente trabajo
2009 )
Bnatis 272,40 485,05 49743 361,48 610,03 41221 336,81 314,03

Verano 2014 Tejido blando 615,30 Benito et al.,
(2017)

El K, implicado en la regulacion y control del volumen celular en bivalvos de agua dulce
Dietz y Findley (1980), presentd variabilidad inter-estacional, inter-poblacional y entre
diferentes tejidos (Figuras 19 y 20).) Los autores anteriormente citados sugieren que el lugar
donde se transportan los iones de potasio dentro del mejillon cebra son las branquias, y que este
transporte activo se realiza en cantidad suficiente para mantener el estado de equilibrio o de

acumulacion neta aportando una significativa contribucion al balance total de potasio.

62



El mejillon cebra es una especie de agua dulce osmorreguladora y estenohalina que
presenta muy poca tolerancia al exceso de sales minerales (Horohov et al., 1992 y Meddler et
al., 1999). Por otro lado, el mejillon cebra es incapaz de sobrevivir por encima de 1mM de
concentracion de K. La combinacion del transporte epitelial activo y la alta permeabilidad
pasiva deriva en la imposibilidad de sobrevivir en niveles elevados de K en agua dulce (Dietz

et al., 1980 y McCorkle-Shirley et al., 1982).

3.2. Respuestas fisioldgicas y bioquimicas

3.2.1. Actividad enzimatica de Na*/K*-ATPasa en branquia

La actividad Na*/K*-ATPasa en las branquias de las poblaciones estudiadas se situa en
un rango de 1,27-2,59 pumol Pi/mg proteina/hora en primavera, y de 0,87-1,20 pmol Pi/mg
proteina/hora en otofo (Figura 21). Las poblaciones con mayor actividad de enzima son Flix
Fébrica (FF) y Flix reserva (FR), siendo esta 2 veces mayor en primavera que en otofo, excepto
en Caspe puente (CAS1) cuyos valores son similares en ambas estaciones (Figura 21). Las
poblaciones de Fayon (FAY), Caspe puente (CAS1) y Riba roja (RR) presentan los valores mas

bajos de actividad enzimatica.

Actividad Na+,K+ - ATPasa

| Sitjar
3,5
a @ Caspe puente
g 37
2 ab | ab Riba-roja
} 2/5 T
c . .
T 5 | T b M Flix Fabrica
o
s I ® Mequinenza
‘é” 15 -
=~ T M Flix reserva
&1 I
2 Caspe Lago
305 -
Fayon
O -

primavera otofo

Figura 21. Actividad Na*/K*-ATPasa (umol Pi/mg proteina/hora) en branquia de D.
polymorpha durante primavera y otofio en las poblaciones estudiadas. Los valores se expresan
como media + desviacion estdndar (DS). Las diferentes letras indican las diferencias
significativas (p<0,05) entre poblaciones para una misma estacion (ANOVA de una via y post
hoc Tuckey).
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Otros autores (Pagliarini et al., 1996) ha obtenido valores de actividad de Na*/K*-ATPasa en
tejidos de Mitylus galloprovincialis y Crassostrea rhizophorae semejantes a los valores

encontrados en branquia en el presente trabajo (tablas 14 y 15).

Tabla 14. Valores obtenidos para la actividad de Na*/K*-ATPasa en branquia de D. polymorpha

en las poblaciones en el presente trabajo.

ARNO TEJIDO FF FR FAY CAS1 CAS2 RB MEQ SIT AUTOR
MUESTREO Chranqui
ranquia
umol Pi/mg
proteina*hora
. Primavera 2,59 2,25 1,42 1,27 2,03 1,57 1,93 1,98
Branquia Presente
trabajo
Otofio 1,07 0,87 = 1,20 0,99 1,01 0,965 1,34

Tabla 15. Valores obtenidos para actividad de Na"/K*-ATPasa en diferentes tejidos de

moluscos bivalvos por varios autores en las poblaciones europeas.

ANO TEJIDO CONTROL EXPOSICION LOCALIDAD AUTOR
MUESTREO

. University of Cambridge, Bouskill et al., (2006)
2006 Tejido 0,38 UK

homogeneizado

Manto y branquia Northern Adriatic Sea Pagliarani et al., (2006)
2006 M. 1,2
galloprovincialis
Invierno- Braquia Itamaraca Bay, Brasil Valdez Domingos et al.,
verano 2004 Crassostrea 2,2 (2007)

rhizophorae

3.2.2 Metalotioneina (MT) en glandula digestiva y branquia

Los valores obtenidos de MT en glandula digestiva (Figura 22) en primavera se situan
en un rango de 1.300-2.800 pg/g, siendo Mequinenza (MEQ) la poblaciéon de mayor valor y
observandose una importante variabilidad entre poblaciones. En otofio el nivel de MT fue 1,6

veces menor que en primavera, existiendo poca variabilidad entre poblaciones.
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MTglandula digestiva
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W Sitjar
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Figura 22. Contenido de MT (ng/g) en glandula digestiva de D. polymorpha durante primavera
y otofio en las poblaciones estudiadas. Los valores se expresan como media + desviacion
estandar (DS). Las diferentes letras indican las diferencias significativas (p<0,05) entre

poblaciones para una misma estacion (ANOVA de una via y post hoc Tuckey).

MT branquias
900 - a
800 - W Sitjar
700 - Caspe puente
%ﬂ 600 - m Riba-roja
3
500 - M Flix Fabrica
400 - —  ®Mequinenza
300 - )
M Flix reserva
200 -~
Caspe Lago
100 -
m Fayon
0 -

Primavera Otoio

Figura 23. Contenido de MT (ug/g) en branquia de D. polymorpha durante primavera y otofio
en las poblaciones estudiadas. Los valores se expresan como media + desviacion estandar (DS).
Las diferentes letras indican las diferencias significativas (p<0,05) entre poblaciones para una

misma estacion (ANOVA de una via y post hoc Tuckey).
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El estudio de correlaciones de Pearson indica que el contenido en MT en branquia se
correlaciona de forma negativa con el contenido de Cd (r=-0,71, p<0,001) y de Hg (r=-0,366,
p<0,05). Sin embargo, en la glandula digestiva el contenido de MT presenta una correlacion
positiva con el contenido de Cd (r=0,37, p<0,05) y Hg (r=0,427, p<0,01).

En primavera, FAY es la poblacion con mayor nivel de MT en branquias (Figura 23),
el resto de las poblaciones presenta un rango de 300-700 pg/g; mientras que en otofio el rango
es de 200-400 pg/g sin que exista gran variabilidad entre poblaciones. Comparando con los
estudios previos realizados por Navarro et al. (2009) y Lopez-Doval et al. (2015) podemos
observar que no hay diferencias entre las poblaciones de estudio elegidas, ya que no podemos
comparar las unidades de medida en los tejidos estudiados (tabla 17).

En las poblaciones europeas estudiadas por varios autores (tabla 16) ocurre algo similar,
el nivel de MT obtenido en animal entero por Frank et al., 2008 e Ivankovic et al., (2010) es
similar al obtenido en glandula digestiva en nuestro trabajo (tabla 17). Algo similar se puede

decir de los valores de MT determinados en branquia por Lecoeur et al. (2004) y Kerambrun et

al, (2016).

Tabla 16. Concentraciones de MT en diferentes tejidos de D. polymorpha determinados por

varios autores en las poblaciones de estudio elegidas en el presente trabajo.

ANO
TEJID
MUESTREO JIDO AUTOR

Cuejido SIT CAS1 RR FF MEQ FR CAS2 FAY

ngg

Primavera Glandula digestiva  1289,21 1512,59 2439,31 2169,70  2872,71 1741,48 2082,72 1291,32 Presente trabajo
2009

Branquia

346,72 538,70 494,42 345,98 447,56 372,11 431,93 757,840
Primavera Tejido blando 839,40 939,72 790,82 Barata et al.,
2006 (2009)
Invierno ) 1870 1136 Navarro et al.,
2006 Higado de (2009)
Cyprinus carpio
2006 Tejido blando 476,4 566,1 Lopez-Doval et
al., (2015)
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Tabla 17. Concentraciones de MT determinadas en diferentes tejidos de D. polymorpha por

varios autores en las poblaciones europeas.

ANO TEJIDO CONTROL  EXPOSICION LOCALIDAD AUTOR
MUESTREO Ctissue
He/g
Primavera Rio St. Lawrence, High et al., (1997)
1993 Tejido blando 327 Canada
Primavera ) Lago Mondsee, Austria Frank et al., (2008)
2005 Tejido blando 900
Invierno i Lago Geneva, Thonon Lecoeur et al., (2004)
2002 Branquia 512 les Bains, Francia
2009 Rio Drava, Croacia Ivankovic et al., (2010)
TejidO blando 1490
Verano 2014 Rio Oise, Francia Kerambrun et al., (2016)
Branquia 580

3.3 Expresion proteica en branquia

Resultados obtenidos con 2D DIGE-MS

Los valores obtenidos con DeCyder™software, han permitido detectar y emparejar
3626 proteinas, de las cuales 161 presentaron diferencias significativas en su abundancia con
un nivel de significacion del 95% (p < 0,05) en las poblaciones estudiadas de D. polymorpha.
El método de clusterizacion jerarquica de los patrones de expresion de las proteinas de las
branquias con cambios significativos (p <0.05) en su abundancia permiti6 separar las diferentes

poblaciones (Figura 24).
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Figura 24. Grafico de calor o “heatmap” de distribucion de las proteinas con cambios
significativos en la abundancia en branquias de en las diferentes poblaciones estudiadas. El
color verde indica las proteinas con menor abundancia, en rojo las de mayor abundancia y en

negro sin cambios.

Las poblaciones de Fayon (FAY) y Sitjar (SIT) presentaron patrones de expresion
similares, donde la mayoria de las proteinas mostraron una menor abundancia, en comparacion
con el resto de las poblaciones. En las poblaciones de Caspe puente (CAS1), Caspe Lago
(CASP2) y Mequinenza (MEQ), situadas corriente arriba en el rio Ebro donde la contaminacion
por metales téxicos (Cd, Pb y Hg) es menor que en el resto de las localizaciones, también
mostraron un patrén de expresion similar sin un claro dominio entre las proteinas de mayor y
menor abundancia. Sin embargo, en las poblaciones de Flix (FF, FR), situadas corrientes abajo
en el rio Ebro, con valores mas altos de contaminacion por metales toxicos debido a su
proximidad geografica con la planta industrial, no se observo en el patron de expresion con un
predominio de proteinas con mayor o menor abundancia.

En las tablas 18 y 19 se muestran las 35 proteinas con expresion diferencial
seleccionadas a partir del andlisis 2D-DIGE, que fueron identificadas por espectrometria de

masas (MS) en las diferentes poblaciones de D. polymorpha.
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Tabla 18. Proteinas identificadas por espectrometria de masas (MALDI-TOF TOF) en las poblaciones D. polymorpha estudiadas y agrupadas

segun su ratio de expresion. Valores del punto isoeléctrico (pl), peso molecular (MW), puntacién media (score) y p-valor del ANOVA

Ratio SIMBOLO NOMBRE Gl pl MW Puntuacion pvalue
>2 UPFO0126 protein family UPF0126 211356000542 3,52E-04
1-0,5 HSP90B Heat shock cognate protein HSP 90-beta 212129430600 4.95 83717 116 2,78E-03
HSP83_TRYBB heat shock protein 83 gi|70832975 5.15 81121 106 3,20E-03
HSP90 Heat shock protein 90 £i|3256076 4.98 83009 167 7,22E-03
THIOLASE Thiolase £i|827479694 8,53E-03
SPTCB_DROME Spectrin beta chain £i/14286182 266316 74 4,06E-02
RNA pol I Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L gi| 81878711 2,38E-06
VATB2_BOVIN V-type proton ATPase subunit B brain isoform 21296484621 5.57 56883 140 8,34E-05
TBA3_MESAU Tubulin alpha-3 chain £i[2025727988 4.94 50863 245 6,65E-10
TBA2_PATVU Tubulin alpha-2/alpha-4 chain gi|1174593 5.34 22106  541-522-458-33369-337-316-270-268-94-208-147 2,63E-05
TBA_ONCKE Tubulin alpha chain gi|1888969814 4.92 49967 201 2,35E-03
TBB4_XENLA Tubulin beta-4 chain gi[147905746 5.95 38554 154-130 4,20E-05
CALR_SCHMA Calreticulin gi}499349 4.79 50240 442-352-340-290-241--95 4,26E-06
PRS6B_MANSE 268 protease regulatory subunit 6B 2i|1714782021 5.33 40118 98 1,99E-05
RNA helicase RNA helicase, ATP-dependent, DEAD-box, £i[3023628 4.69 45540 110 4,29E-02
ACT1_BOMMO Actin, muscle-type Al gi|187281814 5.01 47138 207-96 2,93E-03
Desosx. IT Deoxyribonuclease 1T £i2921841 5.46 41582 71 2,85E-05
TBB_HALDI Tubulin beta chain gi/1066143 5.60 35066 107-81 4,62E-05
NUDIX NUDIX hydrolase domain 5.30 42248 78 4,88E-02
ACT_LUMRU Actin gi[1695157 6,62E-06
ACTC_PISOC Actin gi|160762 32363 51 1,57E-02
Centromere Centromere/kinetochore protein Zw 10 gi|11387366 5.30 42164 209 2,90E-03
Folylpolyglu Folylpolyglutamate synthetase gi|1345106 9.90 32840 74 2,78E-02
Proteasome Proteasome, alpha-subunit, conserved site £i]23110942 2,97E-02
Homeobox Homeobox gi|385750 9.41 21698 72-57 9,08E-05
Brefeldin Brefeldin A-inhibited guanine nucleotide-exch 2i|150417986 4,50E-02
GTPase A Ras small GTPase, Ras type gi|902275467 5.22 42304 69 5,35E-03
Zinc finger, B-box B-box type zinc finger family protein £i/1063727626 41698 64 9,63E-03
YR863 MIMIV Putative ankyrin repeat protein R863 £i|82019384 3,20E-03
GPCR_Rhodpsn 7TM GPCR, rhodopsin-like gi|1376153056 22462 62 5,34E-03
GPMA_METPP  2,3-bisphosphoglycerate-dependent phosphoglycerate mutase gi|166991331 6.51 27320 94 5,41E-04
Peptidase C1A Peptidase C1A, papain C-terminal 211743609628 5,34E-03
CUB CUB domain gi|1743595178 1,31E-04
COl1A1_BOVIN Collagen alpha-1(I) chain gi[164414425 5.60 139880 104 1,86E-02
initiation factor 4E Eukaryotic translation initiation factor 4E binding 211352435 20420 59 3,56E-04

<0.5
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Tabla 19. Términos de “Gene Ontology” (GO _ID) de las proteinas identificadas en las poblaciones de D. polymorpha estudiadas para los

procesos biologicos, la funciéon molecular y componente celular.

NOMBRE DE LA ESPECIE SIMBOLO GI
PROTEINA
Heat shock cognate Gallus gallus HSP 90-beta 212129430600
protein beta
Heat shock protein 83 Trypanosoma HSP83 TRYBB gi|70832975

brucei brucei

UNIPROT

FINC33

P12861

70

p-valor Proceso bioldgico

GO_ID

Respuesta celular al
calor.
p-0,0027 G0:00346050
Plegamiento de
proteinas
GO:0006457

Proteina estabilizadora
GO: 0050821
0,0032 Respuesta al calor
GO: 0009408

Plegamiento de
proteinas GO: 0006457

Respuesta a proteina
no plegadas GO:
0006986

Repliegue de proteinas
GO: 0042026

Funcién
molecular
GO_ID

Union ATP
GO: 0005524
Unidn a
dominio
especifico
GO: 0097718

Unién a

proteinas

plegadas
GO: 0051082
Unién a ATP
GO: 0005524

Actividad de
hidroélisis de
ATP GO:
0016887

Unio6n a
proteinas no
plegadas
GO: 0051082

Compo. celular
GO_ID

Citosol GO: 0005829

Membrana plasmatica
GO: 00058686

Centrosoma
GO: 0005813

Nucleoplasma
GO: 0005654
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NOMBRE DE
LA

PROTEINA
Heat shock
protein 90

Thiolase

Spectrin beta
chain

ESPECIE

Brugia pahangi

Drosophila
nasuta

Drosophila
melanogaster

SIMBOLO

HSP90

Thiolase

SPTCB_DROME

GI

gi[3256076

2i|827479694

gi|14286182

UNIPROT

061998

AOAOHSAQN3

Q00963

71

p-valor Proceso biolégico
GO_ID
0,0072 Plegamiento de
proteinas
GO:0006457
0,0085
2,38E-06 Organizacion del

citoesqueleto con
filamentos de actina
GO: 0030036
Desarrollo neuronal
GO0:0048666
Transmision sindptica
neuromuscular
GO: 0007274
Recubrimiento
filamentos de actina
GO: 0051693
Regulacion de la
organizacion de
membrana plasmatica
GO: 1903729

Funciéon
molecular
GO_ID

Unidén a ATP
GO: 0005524
Actividad
hidrolitica de
ATP GO:
001687
Unidn a
proteinas no
plegadas
GO: 0051082
Actividad
aciltransferasa
GO: 0016747

Unidn a
filamentos de
actina
GO0:0051015
Unidn a
microtubulos
GO: 0008017
Unidn a
fosfolipidos
GO: 0005543
Unidn a
proteinas
citoesqueléticas
GO: 0008092
Unidn a
calmodulina
GO: 0005516

C. celular
GO_ID

Citoplasma
GO:0005737

Actina cortical
Citoesqueleética
GO: 0030864

Membrana plasmatica
lateral GO: 0016328

Membrana plasmatica
GO: 0005886



NOMBRE DE
LA
PROTEINA
Eukaryotic
translation
initiation factor
3 subunit L

V-tipo proton
ATPasa subunit
B brain isoform

Tubulin alpha-3
chain

Tubulin alpha-
2/alpha-4 chain

ESPECIE

Mus musculus

Bos taurus

Mesocricetus
auratus

Patella vulgata

ESPECIE

SIMBOLO

RNA pol I

VAT-BOVIN

TBA3_MESAU

TBA2 PATVU

SIMBOLO

GI

gi|81878711

gi[296484621

gi[2025727988

gi|1174593

GI

UNIPROT

Q8QZY1

P31408

P86234

P41383

UNIPROT

72

p-valor

8,34E-05

0,040

2,63E-05

6,65E-10

p-valor

Proceso biolégico

GO_ID

IniciacionTranslacional

GO:0006413

Terminacién-
reiniciacion via
translacional
GO: 007525

Procesos metabolicos

de ATP
GO:0046034

Transporte de H

transmembrana
GO:1902600

Reduccion de pH

GO: 0045851

Proceso celular basado
en microtubulos

GO:0007017

Proceso basado en
microtibulos GO:

0007017

Proceso biolégico

Funciéon
molecular
GO_ID
Actividad de
iniciacion del
factor de
translacion
GO0:0003743

Unidén a ATP
GO: 0005524

Actividad de
hidrolasa
GO: 0016787

Actividad del
transporte de
H+

GO:0046961

Actividad de
GTPasa
GO0:0003924

Unidén a GTP
GO: 0005525

Union GTP
GO: 0005525
Actividad de

GTPasa
GO0:0003924

Funcién
molecular

C. celular
GO_ID

Nucleolo
GO: 0005730

Centro fibrilar
GO: 0001650

Nucleoplasma
GO: 0005654

Membrana plasmatica
apical

GO: 00016324

Membrana plasmatica
GO: 0005886

Citosol GO: 0005829

Microtiibulos
GO:0005874

Microtiibulos
GO:0005874

C. celular



NOMBRE DE GO_ID GO _ID GO_ID

LA
PROTEINA
Tubulin beta-4  Xenopus laevis TBB4 XENLA gi|147905746 P30883 1,99E-05 Proceso basado en Constituyente Microtubulos
chain microtubulos estructural GO: 00 05874
G0:0007017 citoesqueleto
GO: 0005200
Organizacion del GTP Union
citoesqueleto GO:0005525
G0:0007010 Actividad
GTPasa GO:
0003924
Calreticulin Schistosoma CALR _SCHMA g1|1499349 Q06814 0,042 Plegamiento de Unioén a Lumen de
mansoni Proteina carbohidratos  reticulo endoplasmatico
GO:0006457 GO: 0030246 GO:0005788
Union a iones
de Ca®
GO0:0005509
Unién de
proteinas no
plegadas
GO: 0051082
26S protease Manduca sexta PRS6B_MANSE gi|1714782021 P46507 0,0029 Procesos de Uni6n a ATP Nucleo
regulatory catabolismo GO0:0005524 GO: 0005634
subunit 6B G0:00301 Actividad de
hidrolisis de
ATP
GO: 0016887
RNA helicase, Homo sapiens RNA helicase 21|3023628 000571 4,62E-05 Homeostasis lipidica Centrosoma GO: 0005813
ATP- GO:0055088 Unioén a Citosol GO: 0005829
dependent, Respuesta inmune nucleétido Complejo NLRP3
DEAD-box GO0045087 GO0000166 GO: 0072559
Respuesta celular a Membrana plasmatica
estrés osmotico GO: 0005886
GO:0071470Regulacio Nucleo
nnegativa de apoptosis GO:0005634
GO: 3023628 Region extracelular

GO: 0005576
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NOMBRE DE

LA ESPECIE
PROTEINA
Actin, muscle- Bombyx mori
type Al
Deoxyribonucle Bos taurus
ase I
Tubulin beta Haliotis discus
chain
NUDIX Glossina austeni
hydrolase
domain

SIMBOLO

ACT1_BOMMO

Desosx. 11

TBB_HALDI

NUDIX

GI

gi|187281814

gi[2921841

gi|1066143

gi|1829518595

UNIPROT

P07836

P00639

P41386

AOATA9VKSS

74

p-valor

0,0488

6,62E-06

0,01567

0,01567

Proceso biolégico
GO_ID

Catabolismo del DNA
G0:0006308
Respuesta inmune por
activacion neutréfila
GO: 0002283
Regulacion de
respuesta inflamatoria
aguda GO: 0002673

Procesos basados en
microtibulos
GO: 0007017

Procesos metabolicos
de DNA
GO:0006259

Funciéon
molecular
GO_ID
Unidén a ATP
GO:0005524

Actividad
desoxirrib.
GO: 0004530

Union a DNA
GO: 0003677

Constituyente
estructural
del
citoesqueleto
GO: 0005200
GTP Uni6n
GO0:0005525
Actividad
GTPasa
GO: 0003924

Uni6n a ATP
GO0:0005524
Actividad
desoxi.
GO: 0004536
Actividad
pirofosfatasa
GO: 0016462

C. celular
GO_ID

Citoesqueleto
GO: 0005856

Niucleo
GO: 0005634

Microtiibulos
GO: 0005874

Componente integral
de membrana
GO: 0016021



NOMBRE DE
LA
PROTEINA
Actin

Actin

Centromere/kin
etochore protein
Zw10

Folylpolygluta
mate
Synthetase,
,mitchondrial

ESPECIE

Lumbricus
rubellus

Pisaster
ochraceus

Drosophila
melanogaster

Mus musculus

SIMBOLO

ACT_LUMRU

ACTC_PISOC

Centromere

Folylpolyglu

GI

gi|1695157

gi|160762

gi| 11387366

gi|1345106

UNIPROT

P91754

P12716

Q9W4X9

P48760

75

p-valor

2,85E-05

0,02971

0,0277

0,0277

Proceso biolégico

GO_ID

Division cellular

GO:0051301

Ciclo meiotico
GO:0051321

Organizacion de Golgi

GO:0007030

Generacion de gametos

masculinos
GO0:00482332

Proliferacion celular

GO: 0008283
Biosintesis de

cmpuestos con acido
folico GO: 0009396
Metabo. de gluatamato

GO: 0006536
Biosintesis del

Tetrahidrofolilpoligluta

GO: 00469

Regeneracion del

organo animal
GO:003100

Funciéon
molecular
GO_ID
Unidén a ATP
GO: 0005524
Unidn a
nucleotido
GO: 0000166
Unidén a ATP
GO: 0005524

Unidn a
nucleotido
GO: 0000166
Unién A
GTPasa
pequeiias
GO0:0031267

Actividad de
tetrahidroplilgl
utamato
sintetasa
GO: 000432

Unidén a ATP
GO:0005524

Uniodn a iones
metalicos
GO:0046872

Compo. celular

GO_ID

Citoesqueleto
GO: 0005856

Citoesqueleto
GO: 0005856

Cinetocoro
GO: 0005828

Huso cromatico
GO: 0051233

Reticulo endoplasmatico

GO: 0005783

Aparato de Golgi

GO: 0005794

Nucleo
CO: 0005634
Citosol
GO: 0005829

Mitocondrias
GO: 0005739



NOMBRE DE
LA
PROTEINA

Protein family
UPFO0126

Proteasome,
alpha-subunit,
conserved site

Homeobox
protein Nkx-2.5

ESPECIE

Desulfoluna
butyratoxydans

Spiders
Homo sapiens

Mus musculus

SIMBOLO

UPF0126

Proteasome

Homeobox

GI

gi| 1356000542

gi[23110942

gi[385750

UNIPROT p-valor

A0A4UBYW26 0,00035
P25786 0,0277
P42582 0,0449

76

Proceso biolégico
GO_ID

Proceso catabdlico de
proteinas
proteasomales
GO: 0010498

Procesos del Sistema
immune
GO:0002376
Procesos del Sistema
muscular
GO0:00033071
Procesos del Sistema
circulatorio
GO0:0003013
Regulacion de la

transcripcion de copias

del DNA
GO 0006355
Muerte cellular
programada
GO: 0023052
Senalizacion
GO:0030154

Diferenciacion celular

GO:0030154
Desarrollo de

estructuras anatomicas

GO: 0048856

Funcién
molecular
GO_ID

Unién a RNA
GO: 0003723

Union a DNA
GO: 0003677
Acividad
homodimerizad
ora
GO: 0042803

Compo. celular
GO_ID

Membrana plasmatica
GO: 0005886

Centrosoma GO: 0005813
Citosol GO: 0005829
Extracelular exoma
GO: 0070062
Nucleo GO: 0005634
Nucleoplasma
GO: 0005654

Nucleo GO: 0005634
Complejo regulador de
transcripcion RNA
Polimerasa II
GO: 0090575



NOMBRE DE ESPECIE SIMBOLO Gl UNIPROT p-valor Proceso biolégico Funcién Compo. celular
LA GO_ID molecular GO_ID
PROTEINA GO_ID
Brefeldin A- Homo sapiens Brefeldin gi|150417986 Q9Y6DS5 0,0053 Regulacion de Actividad del Citosol
inhibited actividad catalitica factor de GO0:0005829
guanine GO: 0050790 intercambio
nucleotide- guanil- Aparaato de Golgi
exchange Reciclaje del receptor nucleotido GO: 0005794
protein 2 GO0:0001881 GO: 0005085
Nucleolo GO: 0005730
Transporte de Golgi a Unién a
la membrana miosina Complejo
plasmatica GO: 0017022 Ribonucleoproteinico
GO:0006893 GO: 0030532
Unién de la
subunidad A
reguladora de
la proteina
Kinasa
GO: 0034237
Ras small Penicillium GTPase A 21|902275467 AO0A0GANWW1 0,0096 Endocitosis GO: Uni6n a GTP Citosol GO: 0005829
GTPase, Ras camemberti 0006897 GO: 0005525
type Reticulo endoplasmatico
Transporte de Golgi a Actividad GO: 0005783
la membrana GTPasa
plasmatica GO: 0003924 Aparato de Golgi
GO: 0043001 GO: 0005802
Respuesta al estrés del
reticulo
endoplasmatico
G0:0034976
B-box type zinc Arabidopsis Zinc finger, B-box 21|1063727626 QI9SYM2 0,0032 Fotomorfogénesis Union a iones Nucleo GO: 0005634
finger family thaliana GO: 0009640 de Zn
protein Regulacion de la GO: 0008270
transcripcion, DNA Union a iones
copia metalicos
GO: 0006355 GO: 0046872
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NOMBRE DE
LA
PROTEINA
Putative
ankyrin repeat
protein R863

7TM GPCR,
rhodopsin-like

2,3-
bisphosphoglyc
erate-dependent
phosphoglycera

te mutase

Peptidase C1A,
papain C-
terminal

CUB domain

Eukaryotic
translation

initiation factor

4E binding

ESPECIE

Acanthamoeba

polyphaga
mimivirus

Nematodes

Methylibium
petroleiphilum

Cinara cedri

Cinara cedri

Homo sapiens

SIMBOLO

YR863 MIMIV

GPCR_Rhodpsn

GPMA_METPP

Peptidase C1A

CUB

initiation factor 4E

GI

gi[82019384

gi|1376153056

gi|166991331

gi|1743609628

gi|1743595178

gi|1352435

UNIPROT

Q5UQJ2

AOASE4NSC3

A2SDN6

AOASE4AM6O6W7T

AOASE4N6Y1

P06730
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p-valor Proceso biolégico
GO_ID
0,00054
0,005336
0,00541 Glucogenogénesis
GO: 0006094
Procesos glicoliticos
GO: 0006096
0,00533 Proteolisis
GO: 0006508
0,00013
0,00035  Transicion G1/S del
cilco celular midtico
GO: 0000082

Regulacion positiva del
ciclo miotico
GO: 0045931
Regulacion de
translacion
GO: 0006417

Funcién
molecular
GO_ID

Actividad de
mutasa
fosfoglicerato
GO: 0046538

Actividad
peptidasa tipo
cisteina
GO: 0008234

Unioén a DNA
GO: 0140297
Unio6n enzimas
GO: 0019899
Union al 4G
GO: 0031370
Unién a RNA
GO: 0003723
Act.
itranslacion
GO: 0003743

Compo. celular
GO_ID

Componente integral
de membrana
GO: 0016021

Componente
integral de membrana
GO: 0016021

Citosol GO: 0005829

Extracelular exoma
GO: 0070062

Nucleo
GO: 0005634



En la Figura 25A se presentan los procesos biologicos mas representativos de las
proteinas identificadas y que se distribuyeron en los siguientes porcentajes: procesos celulares
con un 25%, seguidos de respuesta a estimulos y metabolismo con un 14%, y por ultimo la
regulacion y el transporte con un 8%.

En relacion con la funciéon molecular (Figura 25 B), las proteinas estuvieron
principalmente relacionadas con la actividad catalitica (37%) y la union (24%), seguida por la
actividad de un transportador (3%). En cuanto a los componentes celulares (Figura 25 C), las
proteinas se asociaron principalmente con citoplasma (22%), regiones anatdmicas celulares
(22%), membrana (14%) y organulo (8%).

La mayoria de las 35 proteinas identificadas (ver tabla 19) presentaron una ratio de
expresion entre 1-0,5, y agrupandose en 4 clases de proteinas principales como son: las
proteinas estructurales (ej. actina, espectrina, y tubulina), las proteinas de respuesta al estrés
térmico (ej. heat shock proteins: HSP90, HSP83), las proteinas de transporte ionico (ej. V-tipo
proton ATPasa) y las proteinas de metabolismo (ej. proteosoma, tiolasa).

A nivel de abundancia, las proteinas de las poblaciones de este trabajo coinciden
mayoritariamente con los estudios previos de transcriptomica realizados en las mismas
poblaciones por Navarro et al. (2013). Comparando los porcentajes de cada proteina implicados
en los procesos biologicos obtenidos en el presente trabajo con los valores obtenidos por
Navarro et al. (2013), observamos una semejanza en los procesos biolégicos mas importantes
en relacion con: la regulacion, la sefializacion, el metabolismo, el desarrollo, la respuesta a
estimulos; y con las funciones moleculares mas significativas como: la catalisis, la translacion,
la transcripcion y la unidn a metales.

Dado que el porcentaje de proteinas relacionadas con la reproduccion es pequefio,
podriamos interpretar que los organismos podrian estar expuestos a estrés ambiental, y aquellas
poblaciones localizadas en zonas con un mayor nivel de Hg y Cd (ej, Flix( FF, FR y Riba roja
(RR) podrian presentar menor madurez de gonadas, siendo su estatus reproductivo inferior a

las poblaciones de CAS1 FAY y SIT, donde no hay exposicion a estos metales toxicos.
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PROCESOS BIOLOGICOS FUNCION MOLECULAR

35 proteinas en total 35 proteinas en total

Actividad de
transporte
3%

Regulaciéon Respuesta a
o, "
8% estimulos

14%

Activida
catalitica
37%
Proceso celular
25%

A B

COMPONENTE CELULAR

35 proteinas en total )
B REGION EXTRACELULAR 3%

= MEMBRANA 14%
29%3% 3% ,
m ORGANULO 8%

COMPLEJO PROTEINICO 2%
m NUCLEO G2%
m CITOESQUELETO 2%
m CITOPLASMA 22%
B E. ANA. CELULAR 22%

B CENTROSOMA 2%

m R.ENDOPLASMATICO 2%

C

Figura 25. Representacion de: (A) procesos biologicos, (B) funcion molecular y (C) componente celular de las 35

proteinas identificadas en branquia de D. polymorpha.



Resultados obtenidos con ITRAQ
A través del etiquetado isobarico ITRAQ se realizd un estudio protedmico
semicuantitativo de las mismas muestras de mejillon cebra, identificandose 79 proteinas que se

agruparon en 5 clusteres diferentes segun el patron de expresion (Figura 26).
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Figura 26. Gréfico de calor o “heatmap” de distribucion de las proteinas con cambios
significativos en la abundancia en branquias de D. polymorpha en las diferentes poblaciones
estudiadas. El color verde indica las proteinas con menor abundancia, en rojo las de mayor

abundancia y en negro sin cambios.



En cada uno de los 5 clusteres se agrupan las proteinas que presentan el mismo patron de
expresion dentro de cada poblacion. Las proteinas del cluster 1 estdn mas sobreexpresadas en las
poblaciones de MEP (= MEQ, Mequinenza) y CAS1, y menos expresadas en las poblaciones de
FAY, RR, CAS2 y SIT. En el cluster 2, las proteinas de las poblaciones de FF, FR y CAS2 tienen
menor expresion que las de FAY, RR y SIT.

Observamos en el cluster 3 que las proteinas presentan menores niveles de expresion en
las poblaciones de FF, FR y SIT, mientras que en MEP, CAS1 y CAS2 estan mas sobrexpresadas.
En el cluster nimero 4 la mayoria de las proteinas de las poblaciones de FF, FR y CAS2 presentan
mayores nivels de expresion que las del resto de poblaciones. Por ultimo, en el grupo 5 las
proteinas presentan mayor expresion en CAS1 y SIT y menor abundancia en FF, FR, MEP y
CAS2.

Entre las proteinas que de acuerdo con esta metodologia (ITRAQ) presentan diferencias
en expresion entre poblaciones, hay algunas de ellas que coinciden con los valores de abundancia
encontrados mediante la metodologia DIGE. Entre las proteinas que coinciden en ambas
metodologias se encuentran: V-type-H*-ATPasa, el factor de elongacion 1-alfa, el factor 3 de
iniciacion de la traduccion eucariotica y la beta- tubulina.

La proteina V-type-H'-ATPasa, presente en cliister 1 con gi [21040528 (ATPase, H+
transporting, lisosomal 56/58kDa), y en cluster 2 con gi [401323 (V-tipo proton ATPasa catalytic
subunit A) y gil12585495 (V-tipo proton ATPasa subunit E), muestra un mayor valor de
abundancia en CAS1 y FAY y valores inferiores en CAS2 y SIT. Estos resultados son
coincidentes con lo encontrado mediante el método DIGE (Figura 24). En el cluster 2
encontramos el factor de elongacién 1-alfa, con gi 290561545, y en el clister 3, el factor 3 de
iniciacion de la traduccién eucaridtica, con gi [224488017, muestran mayor abundancia en la
poblacion de MEP y menor en SIT.

La proteina beta-tubulina, en el cluster 4 con un gi 91982970, se expresa con mayor
abundancia en la poblacion de FR y menor en la poblacion de FAY, coincidiendo con los valores
obtenidos con la metodologia DIGE (Figura 24). De forma similar la actina, en cluster 5 con
gi 145382569, tiene mayores valores de abundancia en FF y menores en FAY coincidiendo con
los datos de DIGE (Figura 24). También encontramos la proteina proteosoma en el cluster 5, gi |
157112080, con un valor medio menor de abundancia en la poblacion de MEP coincidiendo con
los valores observados en la metodologia DIGE (Figura 24)

Las variaciones en abundancia de las proteinas identificas en las diferentes poblaciones

estudiadas e implicadas en procesos bioldgicos relevantes se presentan en las figuras 27-31.
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Formacion del citoesqueleto
Actina, Espectrina, Tubulina.

La actina y la tubulina son las responsables de la generacion de contraccion en el musculo
de bivalvos (Gresvik et al., 2006). La proteina actina combinada con microtibulos (formados por
polimerizaciéon de alfa-tubulina) representa el componente fundamental del citoesqueleto
(Rodriguez-Ortega et al., 2003; Apraiz et al., 2006). ghhfffEn las células eucariotas, los
filamentos de actina interactuan con la proteina miosina, siendo la base de la contraccion
muscular, motilidad, transporte intracelular, division y diferenciacion celular (Herman y
Scholten, 1990).

Las poblaciones de Flix (FF y FR) y Mequinenza (MEQ) presentan mayor abundancia de
actina (Figura 27A). En la localidad de Flix fabrica (FR) existe un alto contenido en Cd, este
metal toxico puede generar estrés oxidativo e inducir una alteracion en la actina provocando una
desorganizacion en el citoesqueleto (Gomez-Mendikute y Cajaraville,2003; Rodriguez-Ortega et
al., 2003). Por otra parte, el Cd puede unirse a la actina promoviendo desnaturalizacién o bien
puede interactuar indirectamente con los grupos sulthidrilicos de algunas proteinas provocando
una disrupcion en la homeostasis del Ca?" a través de la formacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Asharani et al., 2009). En la poblacion de MEQ existe un alto nivel de Cu®* si
la comparamos con el resto de las poblaciones estudiadas. En estudios realizados en Artemia
sinica (Zhou et al., 2009) se observa que bajo condiciones de estrés por alta concentracion de
Cu?" se produce una regulacion al alza de actina. Altos niveles de cobre inducen un aumento de
produccion de ROS causantes de dafio celular (Yu y Chai, 1995; Uriu-Adams et al., 2005).

Las poblaciones de Fayon (FAY) y Sitjar (SIT) tienen menor abundancia de actina que el
resto de las localidades de estudio. El en caso de SIT, como hemos visto en el apartado 3.1.2 del
presente trabajo, sus branquias tenian el nivel mas alto de Pb de todas las poblaciones. El estrés
producido por este metal toxico puede actuar en la modulacion de la actividad de actina como
respuesta al estrés oxidativo segun estudios protedmicos realizados en ostras por (Muralidharan
et al., 2012).

La espectrina junto con otras proteinas laminares forma el nucleo del citoesqueleto
(Lambert et al., 2019), encargandose de la reparacion de las cadenas de DNA cuando haya dano
celular. Esta proteina es vital para la formacion de fosfolipidos, el contacto epitelial célula-célula
y la formacion de la membrana lateral de las células apicales. La poblacion de SIT tiene mayor

abundancia relativa de espectrina (Figura 27B). La poblacion de SIT que muestra mayor valor
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de Pb que el resto de las poblaciones de estudio, y la posible alteracion de espectrina debida a la
induccion de especies reactivas de oxigeno que inducen dafio celular.

Coincidiendo con el presente trabajo otros autores (Navarro et al., 2013) encuentran
valores de Zn elevados en la localidad de SIT en ejemplares recogidos en 2009, asi como altos
niveles de PAH. En SIT la temperatura media es ligeramente superior al resto de poblaciones a
lo largo del afio y especialmente en verano, apartado 3.1.1 del presente trabajo. Algunos estudios
(Dowd et al., 2013) relacionan el impacto de la temperatura con una mayor abundancia de
algunas proteinas citoesqueléticas y con la actividad de enzimas asociadas al ATP para la
produccion de defensas antioxidantes.

La tubulina (Figura 27C) es el principal componente de los microtubulos responsable del
transporte intracelular, la unioén y regulacion de la forma fisiologica de la célula (Stekhoven et
al., 2015). Otras funciones son la estimulacion del ciclo reproductivo, maduracién de gametos y
liberacion de células germinales (Yurchenko et al., 2022).

En la poblacion de Flix fabrica (FF) la abundancia de esta proteina es mayor que en el
resto de las poblaciones coincidiendo con el alto nivel de Hgy Cd encontrado (ver apartado 3.1.2
del presente trabajo). En estudios previos realizados en Dyctiotelium discoideum con exposicion
a Hg** (Marsano et al., 2009), han obtenido valores de abundancia mayores en proteinas
relacionadas con la defensa celular, sefializacion y estabilidad de membrana plasmatica. Estos
cambios cuantitativos son debidos a que Hg*" puede desestabilizar la membrana lisosomal debido
a un incremento en la concentracion de Ca?" citosolica que daria lugar a una disrupcion en la
homeostasis del calcio. En la poblacion de Fayon (FAY) hay menos abundancia de tubulina,

quizas debido a unos bajos niveles de estrés quimico encontrados.
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Figura 27. Lg estandar de la abundancia de: (A) Actina, (B) Espectrina, (C) Tubulina en branquia
de D. polymorpha en las diferentes poblaciones de estudio. Las poblaciones con diferentes letras

presentan diferencias significativas para p<0,05.

Proteinas de estrés térmico
HSP90, HSP83, HSP90b

En el presente trabajo se han encontrado diferencias significativas (p<0.05) entre
poblaciones en las proteinas de estrés HSP83, HSP90 y HSP90beta (Figura 28). Estas proteinas
pertenecen a la familia de las chaperonas (HSPs) que estan involucradas en numerosas
actividades celulares como el plegamiento de proteinas, el control del ciclo celular, la
sefializacion, el transporte y la proteccion contra apoptosis. Son inducidas por diversos factores
de estrés como la temperatura, metales pesados y disolventes organicos, entre otros (Leiers et al.,
2013).

En la Figura 28C se observa mayor abundancia de HSP90b en la poblacion SIT y RB. Tal
como hemos comentado en el apartado 3.1.1 de este estudio, la temperatura en esta localidad es
ligeramente superior que en el resto de las poblaciones, pudiendo ser un factor para el aumento
de esta chaperona por estrés térmico. Otros autores (Fields et al., 2020) en estudios realizados en
ejemplares de mejillon rayado (Geukensia demissa), han observado un incremento significativo

de esta proteina con el aumento de temperatura. Ademas en SIT se ha obtenido el valor mas alto
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de Pb en los tejidos de mejillon cebra. Este metal toxico al igual que otros cationes divalentes
como Cd** o Cu®" provoca estrés oxidativo en moluscos bivalvos como M. edulis (Kim et al.,
2007; Piechnik et al., 2017), lo que podria explicar el aumento encontrado en HSP90b para la
poblacion de SIT.

La poblacion de FR presenta mayor abundancia media en la proteina HSP90b (Figura
28B). Al igual que en las otras chaperonas, se observa que su abundancia es mayor en las
poblaciones donde se han encontrado niveles elevados de metales como Cd y Hg. En otros
organismos, como la levadura Saccharomyces cerevisiae, se ha visto una regulacion al alza de
estas proteinas como consecuencia de la exposicion a los metales Cd y Hg (Leiers et al., 2013).

En la proteina HSP83 (Figura 28 A) observamos que la poblacion de MEQ presenta mayor
abundancia media. En el apartado 3.1.2 del presente trabajo se determind que MEQ es la segunda
poblacion con mayores valores de Pb en sus tejidos. Estudios previos en oreja de mar, Haliotis
discus hannai, encontraron un incremento en HSP83 al ser expuestos a una elevada
concentracion de nitrato de Pb (Sun y Hu, 2016).

Las poblaciones de CAS1, FAY y MEQ presentaron en general una menor abundancia
de proteinas de estrés que las del resto de las localidades de estudio, posiblemente debido a unos

niveles bajos de estrés por metales toxicos.
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Figura 28. Lg estandar de la abundancia de las proteinas de estrés térmico: (A) HSP83, (B)
HSP90 y (C) HSP90b en branquia de D. polymorpha en las diferentes poblaciones de estudio.

Las poblaciones con diferentes letras presentan diferencias significativas para p<0,05.

87



Transporte ionico

V-tipo proton ATPasa

En la mayor parte de los organismos eucariotas la proteina V-tipo proton ATPasa (Figura
29), podemos encontrarla en las vacuolas y en el nicleo mitocondrial. Una proteina altamente
conservada posee funciones como la acidificacion de organulos intracelulares a través del
funcionamiento de la bomba de protones, trafico de particulas por endo y exocitosis a través de

la membrana celular e interaccion con el citoesqueleto (Weihrauch et al., 2002).

Para la V-tipo proton ATPasa, se observa que los ejemplares de mejillon cebra de Caspe
puente (CAS1) presentan la mayor abundancia (Figura 29), coincidiendo con un elevado nivel
de Cu®" en esa localidad (ver apartado 3.1.2 del presente trabajo). En elevadas concentraciones
este metal esencial se convierte en un potente toxico generando de forma rapida especies
reactivas de oxigeno (ROS) que promueven la sobreexpresion de las proteinas involucradas en
la actividad del sistema lisosomal, y de transporte idnico (Grosell et al., 2012).

Por otro lado, los ejemplares de la localidad de SIT tienen menor abundancia de esta
proteina. Como ya se ha mencionado anteriormente (apartado 3.1.2 de este estudio) es la
poblacion con mayores niveles de Pb. En estudios realizados en branquias de M.
galloprovinicialis se ha observado que la respuesta de proteinas involucradas en el transporte
i6nico (V-tipo proton ATPasa) estd débilmente relacionada con el metabolismo oxidativo
producido por metales toxicos (Rocher et al., 2015). Este estudio podria explicar la regulacion a

la baja de esta proteina en presencia de Pb.
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Figura 29. Lg estdndar de la abundancia de V-tipo proton ATPasa (simbolo VAT Bovin) en
branquia de D. polymorpha en las diferentes poblaciones de estudio. Las poblaciones con
diferentes letras presentan diferencias significativas para p<0,05.

Oxidacion de acidos grasos

Tiolasa

La proteina tiolasa (Figura 30) es una enzima abundante en todos los organismos

encontrandose como componente de citoesqueleto y de musculo, y estd involucrada en la -
oxidacién de acidos grasos en la matriz mitocondrial y peroxisomas (Del Toro et al., 2012).
La poblacion con menor abundancia de proteina tiolasa es la de Flix fabrica (FF), donde se ha
encontrado el valor mas alto de Hg y Cd (ver apartado 3.1.1 del presente estudio) y de PAH,
PCBs y otros compuestos organoclorados (Navarro et al., 2013). Sin embargo, en el resto de las
localidades estudiadas podemos observar que los valores de abundancia en las branquias son
homogéneos.

Otros autores han estudiado el perfil de expresion génica en ejemplares de M.
galloprovinciales cuando se exponen a diferentes PAH (Bilbao et al., 2009). Los resultados
obtenidos para la proteina tiolasa indicaron que su expresion no se vio afectada por la exposicion
a compuestos organoclorados. Coincidiendo con los resultados de Bilbao et al. (2010), en el
presente trabajo vemos como el exceso de Hg y PAH no afectan significativamente a la variacion

en la abundancia media de la tiolasa.
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Figura 30. Lg estandar de la abundancia de tiolasa en branquia de D. polymorpha en las diferentes

poblaciones de estudio. Las poblaciones con diferentes letras presentan diferencias significativas

para p<0,05.

Catalisis

Proteasoma

El proteasoma o proteasoma, es un complejo multiproteico grande y altamente

conservado en células eucariotas, y cuya funcidon principal es la degradacion enzimatica

(protedlisis) de proteinas no necesarias o danadas (Iwasa et al., 2020). Esta proteina estd

involucrada en mecanismos esenciales como el ciclo celular, la regulacion de la expresion génica

y la respuesta al estrés oxidativo.
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Figura 31. Lg estandar de la abundancia de Proteasoma en branquia de D. polymorpha en las

diferentes poblaciones de estudio. Las poblaciones con diferentes letras presentan diferencias

significativas para p<0,05.
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La poblacion de FF es la que presenta mayor abundancia de proteosoma (Figura 31). Como ya
se ha mencionado en el apartado 3.1.2 del presente trabajo, esta poblacion tiene valores altos de
Hg y Cd, ademéas de PAH (Navarro et al., 2013), PCBs y HCH (Bosch et al., 2009). Esta mezcla
de contaminantes podria inducir estrés oxidativo en el mejillon cebra. En estudios realizados en
ejemplares de salmon (Oncorhinchus mykiss) expuestos a una mezcla de PAHs, disolventes y
retardantes de llama, obtuvieron una regulacion al alza en los valores de abundancia en

proteosoma (Carney et al., 2008).
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4. Conclusiones generales

1. En las poblaciones corriente arriba del rio Ebro (desde Flix hacia el alto Aragén): CAS
I, MEQ y CAS 2 presentan mejor condicion fisiologica determinada a través del indice de
contenido hidrico (DWI). Ademads, los mejillones de dichas localidades presentan valores de
metales bajos en sus tejidos. En las localidades corriente abajo (desde Flix hacia la
desembocadura del rio Ebro): FF, FR, RR observamos valores altos de metales toxicos como Cd,
Hg y Pb en sus tejidos. Con respecto a la poblacion de SIT, (embalse de Sitjar, rio Mijares)
podemos decir que su DWI es similar que el de las localidades del Ebro mas afectadas por metales

toxicos pudiendo estar relacionado con las altas concentraciones de Pb encontradas en los tejidos.

2. Se ha observado que la glandula digestiva es el tejido preferencial de sintesis de MT
en todas las poblaciones estudiadas presentando valores hasta cuatro veces mayor que en
branquia. Se encuentra una relacion diferente entre metales y MT en glandula digestiva y

branquia, asi como una variabilidad estacional y entre poblaciones.

3. Se encontr6 que los niveles de cobre (Cu) en los dos tejidos eran bastante uniformes
entre todas las poblaciones de estudio en otofio y lo mismo ocurria con el zinc en la glandula
digestiva en primavera, de acuerdo con la existencia de mecanismos reguladores para los metales
esenciales en esta especie. Sin embargo, el contenido de Cu en la glandula digestiva en primavera

y el de Zn en ambos tejidos en otofio presentaron diferencias entre poblaciones.

4. El andlisis protedmico de las branquias de las diferentes poblaciones de mejillon cebra,
mediante la tecnologia DIGE e ITRAQ, permite obtener patrones de expresion en su abundancia
que se pueden asociar a la contaminacion de sus habitas. Las poblaciones localizadas en zonas
con menor contaminacion por metales toxicos, como Fayon y Sitjar, presentan menor expresion
en abundancia de proteinas en comparacion con las poblaciones de Flix situadas en zonas mas

contaminadas.

5. La mayoria de las proteinas identificadas estan implicadas en procesos biologicos estructurales
(actina, espectrina, tubulina), de respuesta al estrés (HSP90, HSP83), en el transporte idnico (V-
tipo proton ATPasa) y en el metabolismo (proteosoma, tiolasa); y cuya variacion en su
abundancia en las diferentes poblaciones, se puede asociar a los niveles de contaminacién por

metales toxicos.
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6. Las proteinas estructurales, al igual que el proteasoma presentan mayor abundancia en
las poblaciones de Flix y Riba-roja donde los niveles de Cd y Hg son mayores. Mientras que las
proteinas de estrés muestran menor abundancia en las poblaciones de Caspe, Fayon o
Mequinenza, donde los niveles de metales toxicos son menores. Sin embargo, las variaciones de

la tiolasa no se ven afectadas por la presencia de metales toxicos.

En conjunto, A través del andlisis e interpretacion de los valores de la concentracion de
metales, del indice de contenido hidrico (DWI), del contenido en metalotioneina (MT), el
contenido en fosforo (P), la actividad de Na*,K*- ATPasa y la expresion proteica se ha podido
establecer diferencias significativas entre las diferentes poblaciones de mejillon cebra objeto de

estudio en los rios Ebro y Mijares.
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