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PREFACIO

El informe que se recoge en este documento fue solicitado, por quien
suscribe como responsable del Centro de Investigacion, Seguimiento y
Evaluacion del Parque Nacional de la Sierra de Guadarrama (CISE), al
personal especialista en limnologia que desarrolla su trabajo en el
mismo. El objetivo planteado fue el de conocer la afeccion de un
experimento llevado a cabo por el Dr. Jaime Bosch, investigador del
CSICy colaborador del CISE, cuyos ensayos consistieron en la aplicacion
de tebunocazol en unas charcas del Macizo de Pefialara. Experimento
disefiado ante la necesidad urgente de realizar acciones de mitigacion
en el medio natural, y concretamente para la desinfeccién de larvas
infectadas dada la situacion critica del sapo partero comun en toda su
area de distribucion.

Es conocido por todos el que la quitridiomicosis es una enfermedad
infecciosa que afecta a los anfibios, causada por el hongo
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), a quien se le achaca el declive,
incluso de la extincion local del sapo partero comun.

Para la mitigacién del dafio, no solo es preciso la deteccién temprana
es la lucha contra este patdgenos, sino también la realizacidon de
experimentos en campo como lo son los que dan origen a este informe.

No obstante, la necesidad de este tipo de experiencias, se condiciond
la extensidn de estos ensayos en el Macizo de Pefalara, a que se
hiciera, por el CSIC, una primera intervencion en tres parejas de charcas
(actuacidn - testigo), hasta que, por el personal del CISE, a través de los
andlisis que fueran procedentes, se recogiera en un informe los
resultados relativos al estado de conservacion de estos ecosistemas
acudticos durante la realizacion del experimento.

Al no poder abordar, por el personal del CISE, la totalidad de los andlisis
que se estimaron precisos se realizé un encargo, al laboratorio del agua
del CEDEX, denominado Analisis hidroquimico de las charcas
experimentales de distintos tratamientos en defensa de anfibios en el
Parque Nacional de la Sierra de Guadarrama (Tebuconazol) por
HPLC/MS/MS cuyos resultados preliminares son también utilizados por
los autores de este informe.

La actuacién que se informa cumple ademas con lo dispuesto en el Plan
de Actuacidn Sobre Humedales Catalogados de la Comunidad de
Madrid, y persigue evitar la desaparicidon de estos anfibios en estos
Humedales de Importancia Internacional.

JUAN VIELVA JUEZ
RESPONSABLE DEL CENTRO DE INVESTIGACION SEGUIMIENTO Y EVALUACION.
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1. Antecedentes y justificacion

Los Humedales del Macizo de Pefialara estan incluidos en la Lista de Humedales de Importancia
Internacional del Convenio Ramsar, por Acuerdo del Consejo de Ministros de 16 de Diciembre
de 2005, como representacion de los ecosistemas acudticos de alta montafia mediterrdnea que
presentan un excelente estado de conservacion. Ademas, pertenecen al Inventario Nacional de
Zonas Humedas y al Catalogo de Embalses y Humedales de la Comunidad de Madrid cuyo Plan
ha sido aprobado y publicado con fecha 18 de abril de 2020 (BOCM num. 93) por DECRETO
26/2020, de 8 de abril, del Consejo de Gobierno, por el que se aprueba el Plan de Actuacion
sobre Humedales Catalogados de la Comunidad de Madrid. En el marco del Plan de Actuacion
de Humedales contenidos en dicho Catalogo se recogen objetivos generales de conservaciéon y
programa de actuaciones incluyendo medidas transversales de proteccion, uso publico,
seguimiento, control de la calidad de las aguas, etc. para cada humedal catalogado.

En el caso de los Humedales de Pefialara, los objetivos y actuaciones se han establecido
siguiendo los criterios y directrices internacionales para la conservacion de la diversidad
biolégica y el mantenimiento de los componentes, procesos y servicios de los ecosistemas, en
el marco de las herramientas de gestion del Parque Nacional de la Sierra de Guadarrama. Entre
los objetivos especificos para este humedal se incluye el de dar continuidad a las lineas de
trabajo y de investigacidn en curso relativas a la lucha contra enfermedades emergentes de
anfibios. En este sentido, las enfermedades emergentes de anfibios se han convertido en la
amenaza mas preocupante para los anfibios de zonas protegidas y, especialmente, de zonas
altas de montana. Las poblaciones de anfibios y la incidencia de la quitridiomicosis se lleva
estudiando en la Sierra de Guadarrama desde 1999 (Bosch et al., 2018). El declive del sapo
partero comun (Alytes obstetricans) en Pefialara fue el primer caso documentado de
quitridiomicosis en Europa. La especie pasd en pocos afios de ser una de las mds abundantes del
parque, donde se reproducia en al menos 35 masas de agua, a ser la mas amenazada,
desapareciendo del 86% de las masas de agua en sélo 3 afos. En 2008, y ante la posibilidad real
de la completa extincién de la poblacidn de sapo partero de Pefalara, se puso en marcha el
Centro de Cria en Cautividad de Anfibios Amenazados de la Sierra de Guadarrama. A lo largo de
estos afios se han obtenido resultados muy valiosos para conocer los principales factores que
determinan el progreso de esta enfermedad, y se han aplicado medidas pioneras para intentar
proteger las poblaciones de anfibios, aunque sélo se ha conseguido paralizar
momentaneamente o retrasar el progresivo declive de los anfibios en la Sierra de Guadarrama.

En el marco de la linea Lucha contra enfermedades emergentes de anfibios del apartado mejoras
para la fauna y la flora del Programa de Actuaciones del Plan de Humedales (Decreto 26/2020,
de 8 de abril, del Consejo de Gobierno, por el que se aprueba el Plan de Actuacidn sobre
Humedales Catalogados de la Comunidad de Madrid), dentro del Programa de actuaciones para
los Humedales del Macizo de Pefalara, y con el objetivo de defender las poblaciones de
determinados anfibios en grave riesgo de desaparicion del parque nacional, se planted la
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realizacion de tratamientos de desinfeccion de las larvas afectadas directamente en el medio
natural, para lo cual se realizaria un ensayo en tres parejas de charcas del Macizo de Peialara.
Cada pareja esta dividida en una charca experimental y una charca control, donde se trazan por
un lado el efecto de una sustancia antifungica sobre la prevalencia de la quitridiomicosis, y por
otro lado que esta sustancia no afecta significativamente a los ecosistemas acuaticos donde se
realiza el tratamiento. Este documento recoge los resultados relativos al estado de conservacion
de estos ecosistemas acudticos durante la realizacion del experimento.
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2. Metodologia

2.1. Seleccién de charcas y fechas de muestreo

Para la realizacién del experimento se han seleccionado 3 parejas de charcas correspondientes
a 3 sectores de humedales distintos (Figura 1). Cada pareja (charca control y charca
experimental) se ha elegido buscando que fuesen similares en tamafio, profundidad, presencia
de vegetacidn acudtica y duracion del hidroperiodo. Las parejas elegidas han sido:

e Sector Charca Larga y de Las Piedras:

o XVI-01: Charca control

o XVI-10: Charca experimental tratada con fungicida
e Sector Charcas Calamita:

o XIX-07: Charca control

o XIX-12: Charca experimental tratada con fungicida
e Sector Charcas de las Rocas:

o  XXIV-05: Charca control

o XXIV-03: Charca experimental tratada con fungicida

El sector XVI (Charca Larga y de Las Piedras), consta de 24 charcas. Las seleccionadas tienen una
superficie relativamente similar, de 16.9 m? (XVI-01) y 21.2 m? (XVI-10) y una forma
aproximadamente rectangular (Figura 2). Estan situadas a unos 2.112 m s.n.m. Son charcas
bastante someras, con menos de 30 cm de profundidad. El camino a Pajaros pasa por este
sector, aunqgue las charcas seleccionadas se encuentran en la parte mas alejada a éste. Se tiene
constancia de que es un sector bastante transitado por el ganado.

El sector XIX (Charcas Calamita), consta de 12 charcas. Las seleccionadas tienen una superficie
similar, de 60.1 m? (XIX-07) y 69.5 m? (XVI-10) y una forma algo més irregular que las del sector
anterior (Figura 3). Estan situadas a unos 2.135 m s.n.m. Este sector estd mas alejado del camino
y por ello apenas es transitado por los visitantes del parque. Tampoco se ha observado una
intensa presencia del ganado. Es la pareja de charcas de mayor tamafio tanto por superficie
como por profundidad (mas de 40 cm), y probablemente por ello también son las de mayor
duracidn del hidroperiodo.

Por ultimo, el sector XXIV (Charcas de Las Rocas), consta también de 12 charcas. Las
seleccionadas tienen una superficie relativamente similar, de 18.6 m? (XXIV-03) y 24.6 m? (XXIV-
05). Estan situadas a unos 2.142 m s.n.m. Ambas presentan una forma bastante irregular, muy
elongada en el caso de XXIV-05 (Figura 4). A pesar de que este sector se encuentra bastante
cerca del camino a Pdjaros, las charcas son muy poco visibles y apenas recibe visitantes. Dado
que la zona es bastante rocosa, tampoco se aprecia un uso ganadero relevante. Son bastante
someras, con menos de 25 cm de profundidad. Su mayor interés radica en que es uno de los
ultimos sectores de donde desaparecio el sapo partero debido a la quitridiomicosis.
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Figura 2. a) Disposicion de las charcas seleccionadas en el sector XVI (Charca Larga y de Las Piedras). Flecha azul charca
control, flecha roja charca tratada. b) Charca XVI-01. c) Charca XVI-10

El tratamiento experimental comenzd el 21/06/2021, fecha en la que se afiadio el fungicida a las
3 charcas seleccionadas para el tratamiento experimental (t=dia 1). Las charcas fueron visitadas
nuevamente el 29/06/2021 (t=dia 9) y el 13/07/2021 (t=dia 23). Esa fue la tltima fecha conocida
en la que todas las charcas se encontraban con agua. Posteriormente, se observd que el
22/7/2021 (t=31 dias) la charca XXIV-03 se encontraba seca, y el 8/8/2021 (t=dia 49) que
también estaban secas las charcas XVI-01 y XVI-10. El 11/8/2021 (t=dia 52), la charca XXIV-05
apenas tenia unos milimetros de agua, por lo que las DECOTABs (apartado 2.5) quedaban
expuestas al aire. En todos estos casos en las que se encontraron charcas secas o practicamente
secas, légicamente no se tomd ninguna muestra bioldgica o para hidroquimica pero si se
retiraron las DECOTABs para su posterior analisis en laboratorio. EI 25/08/2021 (t=dia 66) ante
el inminente secado de las charcas se tomd una muestra para el andlisis de tebuconazol y se
retiraron las DECOTABSs de las Unicas charcas que aun tenian algo de agua (XIX-07 y XIX-12). Por
ultimo, el 20/09/2021 (t= dia 92) se procedid a coger nuevas muestras de tebuconazol una vez
llenas de agua las charcas tras unas intensas lluvias (Figura 8).
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Figura 3. a) Disposicion de las charcas seleccionadas en el sector XIX (Charcas Calamita). Flecha azul charca
control, flecha roja charca tratada. b) Charca XIX-07. ¢) Charca XIX-12.

Figura 4. a) Disposicion de las charcas seleccionadas en el sector XXIV (Charcas de Las Rocas). Flecha azul charca
control, flecha roja charca tratada. b) Charca XXIV-03. c) Charca XXIV-05.
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Es importante sefialar que, aunque se ha intentado escoger charcas similares, cada una de ellas
experimenta a lo largo del hidroperiodo una evolucidn particular y no necesariamente las
diferencias observadas entre charcas control y charcas experimentales deben atribuirse al
tratamiento con fungicida. En este sentido, los resultados deben interpretarse en el contexto de
los valores habituales encontrados en estos humedales someros de alta montafia (Toro y
Granados, 1998; Granados, 2020)

Durante la primera campafia de campo (t=dia 1), las muestras de hidroquimica se recogieron
antes de la adicidn del fungicida para conocer el estado previo de las charcas, salvo en el caso
de la muestra destinada a la determinacién de la concentracién de tebuconazol, que se recogié
unos 15 minutos después de la adiccién cuando se considerd que ya se habia producido una
distribucidn homogénea del fungicida.

2.2. Tratamiento con fungicida

El tratamiento con fungicida consistié en la adicion de tebuconazol buscando una concentracién
inicial objetivo de 500 pg/|, para lo cual se estimoé el volumen de las charcas experimentales a
partir de su superficie (Toro y Granados, 1998) y una profundidad media determinada a partir
de 15 mediciones puntuales de la profundidad distribuidas al azar en cada charca. Durante los
muestreos también se midié la profundidad méxima de cada charca.

2.3. Andlisis hidroquimicos

Durante los muestreos se ha determinado in situ la temperatura, concentraciéon de oxigeno
disuelto y conductividad con una sonda multiparamétrica Aquaprobe® AP-5000 (Aquaread® Ltd,
Inglaterra) calibrada para este tipo de agua y altitud.

Las muestras de agua se han tomado desde la orilla de cada charca y han sido transportadas al
laboratorio en oscuridad y refrigeradas en neveras portatiles con acumuladores frios. Salvo para
el fésforo y nitrogeno total (TP y TN), las muestras han sido filtradas con un filtro de fibra de
vidrio Whatman GF/C (0,7 um de tamafio de poro). Las muestras se han analizado por orden de
prioridad respecto a la capacidad de conservacién del analito. En cualquier caso, el fésforo
reactivo soluble, el amonio y el nitrito se han analizado en menos de 24 h. Los andlisis en
laboratorio se han basado en los métodos estandar (APHA-AWWA-WEF, 2017), generalmente
utilizando métodos espectrofotométricos. Para el andlisis de pigmentos fotosintéticos se han
filtrado volumenes conocidos de agua a través de un filtro Whatman GF/C. Dichos filtros se han
introducido en viales Corning con 5 ml de acetona al 90%, y se han transportado refrigerados al
laboratorio. Posteriormente se ha procedido a la cuantificacion espectrofotométrica de los
pigmentos (Jeffrey y Humphrey, 1975).

La metodologia empleada en la caracterizacion fisico-quimica se resume en la Tabla 1.
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Tabla 1. Metodologias empleadas en los andlisis fisico-quimicos.

Analisis Método Laboratorio
Temperatura Electrometria in situ
Conductividad Electrometria in situ
Oxigeno disuelto Sensor Optico in situ
Alcalinidad Valoracién acido-base con indicador de pH CISE

Espectrofotometria. Reduccién con Cadmio. CISE
Espectrofotometria. Método de diazotizacion. CISE
S I EET R[] B8 Espectrofotometria. Azul de Molibdato. CISE
Fésforo total Espectrofotometria. Azul de Molibdato, digestion con persulfato CISE
Nitrégeno total Espectrofotometria (Digestion K2S;0s) CISE
Tebuconazol HPLC/MS/MS CEDEX

Todos los andlisis se han realizado en el laboratorio del Centro de Investigacidn, Seguimiento y
Evaluacion del Parque Nacional (CISE), salvo el tebuconazol, que ha sido analizado en el
Laboratorio de Organicos del Centro de Estudios Hidrograficos del CEDEX.

2.4. Determinaciones bioldgicas

Durante el muestreo del 23/07/2021 se recogid en todas las charcas (control y tratadas) una
muestra de invertebrados benténicos basado en el protocolo estandar en la determinacién del
estado ecoldgico de lagos (MAGRAMA, 2013a; b). Concretamente, en las tres parejas se recogio
una muestra para conocer la riqueza de macroinvertebrados con un salabre (red de muestreo)
de 250 um de luz de malla. Adicionalmente en la charcas XVI-01 y XVI-10 se tomd una muestra
para la obtencién de datos de abundancia de branquiépodos, copépodos y ostracodos, en este
caso con un salabre de 100 um. Durante la toma de muestras se empled la misma unidad de
esfuerzo en todas las charcas. Las muestras fueron fijadas en campo (con alcohol al 70% para
macroinvertebrados y con unas gotas de Lugol para crustaceos), y posteriormente transportadas
al laboratorio del CISE para su determinacion taxondmica y cuantificacion. Ademas, el
23/07/2021 también se tomé una muestra de fitoplancton en la charcas XVI-01 y XVI-10 para su
determinacidn por parte del laboratorio del Centro de Estudios Hidrograficos del CEDEX (técnica
de Utermohl). El fitoplancton fue fijado en campo con una solucién acida de Lugol.

2.5. DECOTABs

Desde un punto de vista funcional, los hongos tienen un importante papel en el proceso de
descomposicidon de materia orgdnica. Por ello, se ha disefiado un experimento con tabletas de
descomposicion y consumo (Decomposition and Consumption Tablets, DECOTABs), que
permiten una estandarizacion mucho mejor y mas controlada que las diversas fuentes naturales
de materia organica (Kampfraath et al., 2012). Las DECOTABs se han fabricado en el laboratorio
del Centro de Investigacion (Figura 5) a partir de agar-agar y polvo de celulosa (Van der Lee et al.,
2020), sin emplear sustancias quimicas adicionales (antibiéticos, MO natural, PUFA, ....).
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Figura 5. Proceso de fabricacion de las DECOTABs.

Las DECOTABs se deshidratan a 50 °C durante 48 horas y posteriormente se pesan en una
balanza analitica (precisién + 0.1mg) para determinar el peso seco inicial de cada una de ellas.
Las DECOTABs se disponen en una estructura que permita sumergirlas en el fondo de las charcas
de estudio, protegidas dentro de una bolsa fabricada con una red de 400 um (Figura 6) para
evitar el posible consumo por parte de invertebrados y limitar la descomposicidon a procesos
microbianos (hongos y bacterias).

Centro

de Investigacion
) Seguimiento y valuacion

errade
et

14




* ok "“”";'“""’
A7 (1 SIERRA DE
M GUADARRAMA

Comunidad PARQUE NACIONAL

de Madrid

Las DECOTABs se van progresivamente retirando de las charcas de estudio para evaluar la
pérdida de peso a lo largo del tiempo, en este caso con un disefio experimental de 3 cohortes
de 5 réplicas. Una vez en laboratorio, las DECOTABs son enjuagadas con agua destilada y se
vuelven a pesar en la balanza analitica tras una nueva desecacion a 50 °C durante dos dias (Figura
7). El resultado se expresa como porcentaje restante de la masa original.

o

AIR OUTLET

i

THEROVEN

Figura 7. DECOTABs en la estufa de desecacidn tras haber permanecido en campo.

La pérdida de masa de las DECOTABs es una funcion del tiempo que llevan expuestas a las
condiciones experimentales, y suele aproximarse a un modelo de decaimiento exponencial
(Béarlocher, 2020):

M, = My-e*t

Donde M:; es la masa en el tiempo t, My es la masa al comienzo del experimento, K es el
coeficiente de decaimiento exponencial y t es el tiempo en dias. Se han propuesto modelos mds
complejos, que contemplan experimentos a largo plazo (afios), dos compartimentos o tipos de
materia organica y/o remanentes de materia organica no degradables. Para este estudio con
DECOTABs (corto plazo, un Unico tipo de materia organica) el modelo de decaimiento
exponencial es una muy buena aproximacion. El ajuste del modelo exponencial se ha realizado
mediante regresidn no-lineal iterativa con el software CurveExpert® Basic 2.2.3.

El modelo de decaimiento exponencial puede convertirse a su forma lineal:
In[M,] = In[ M, - e *]

de manera que se puede emplear una regresién lineal de la forma:
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Y=a+bX

Donde Y es la variable dependiente, correspondiente a M, la variable X equivale a los dias
transcurridos, la pendiente b es el coeficiente de decaimiento exponencial k y a es la masa
calculada en el instante 0. Esta regresidn lineal facilita en gran medida la comparacidén de las
pendientes de cada recta de regresion, realizada utilizando R 4.0.5 (R Core Team, 2017) con el
paguete EMMEANS (Lenth, 2021).

2.6. Analisis estadisticos

Cuando ha sido posible, se ha realizado un analisis de la varianza de medias repetidas (RM-
ANOVA) para determinar si hay diferencias significativas entre las diferentes fechas de muestreo
(tiempo), entre la aplicacién de tebuconazol (tratamiento) o la interaccidn de estos dos factores.
Se ha empleado R 4.0.5 (R Core Team, 2017).

La diversidad y dominancia de invertebrados acuaticos se ha calculado con BPMSG Diversity
Calculator Excel Template Version 2020-07-05.
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3. Resultados

3.1. Condiciones ambientales

La Figura 8 muestra las condiciones meteoroldgicas a lo largo del experimento (junio-
septiembre). El experimento tuvo que iniciarse pocos dias después de unas intensas lluvias en
el macizo, condicionado por el estado de desarrollo de las larvas de Alytes obstetricans que
requeria su traslado a las charcas experimentales sin mayor demora. Habria sido preferible dejar
transcurrir unos dias para dar mayor estabilidad a las charcas y, de hecho, justo después de la
adicion del fungicida se produjo también un episodio de lluvia. También hay que sefialar que el
inicio del experimento coincidié con un periodo especialmente frio para el mes de junio.

Condiciones ambientales

E RMPNSG - Precipitacion en Cotos y temperatura en Las Hoyas
= 28 E un o 23 131 19! |152 166 192
h) 1 : :
© 40 3 |
£ 304 | |
R | |
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Figura 8. Precipitacion diaria en el Puerto de Los Cotos (1.873 m s.n.m.) y temperatura en Las Hoyas (2.019 m s.n.m.)
entre el 1 de junio y el 30 de septiembre de 2021. Las lineas verticales punteadas indican las fechas de trabajos de
campo.

Junio fue un mes algo mas humedo de lo habitual (+40%), al igual que el mes de septiembre
(+85%), mientras que julio y agosto fueron mas secos de lo habitual. Asi, entre el muestro t9 (29-
jun) y el t66 (25-ago) apenas se registran precipitaciones y, en consecuencia, se produce
gradualmente el vaciado de las charcas. Ademas, el mes de agosto fue claramente mas célido
qgue la media de la serie histdrica (+2.1°C), lo cual contribuyd también al proceso de secado de
las charcas. En el resto de meses, las temperaturas medias mensuales estuvieron muy proximas
a la media de la serie histérica (aunque con determinados episodios de bajada importante de
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temperaturas). Las intensas precipitaciones desde finales de agosto ocasionaron que las charcas
experimentales volvieran a tener agua de nuevo.

3.2. Tebuconazol

La Tabla 2 muestra la concentracién de Tebuconazol encontrada en las charcas analizadas. La
diferente distribucion de muestras entre fechas y charcas es debido a la limitacién del nimero
total de muestras disponible, la prioridad de analizar las charcas tratadas, la disponibilidad de
envases adecuados para el muestreo de POPs, el progresivo proceso de secado de las charcas'y,
en determinados casos, la pérdida accidental de la muestra durante las tareas de traslado al
laboratorio.

Tabla 2. Concentracion de tebuconazol en las charcas analizadas.

Fecha Charca Tratamiento Tebuconazol *
(me/1)
21/06/2021 WIE0 Control 0.0060 0.0003
XIX-12 Tratada 720 90
XVI-01 Control - -
XVI-10 Tratada 1260 90
XXIV-05  Control 0.0085 0.0003
XXIV-03  Tratada 120 30
29/06/2021 @A)E0 Control - -
XIX-12 Tratada 0.0711 0.0065
XVI-01 Control - -
XVI-10 Tratada - -
XXIV-05  Control 0.0213 0.0020
XXIV-03  Tratada 0.1884 0.0135
13/07/2021 @A) €W Control - -
XIX-12 Tratada 0.1259 0.0108
XVI-01 Control - -
XVI-10 Tratada 0.2322 0.0197
XXIV-05  Control - -
XXIV-03  Tratada 0.1856 0.0354

25/08/2021 A& Control 0.0179 0.0008
- XIX-12 Tratada 0.1286 0.0128
20/09/2021 @.C0 Control = =
XIX-12 Tratada 0.0334 0.0036
XVI-01 Control 0.0126 0.0010
XVI-10 Tratada 0.0293 0.0025

XXIV-05  Control 0.0114 0.0004
XXIV-03  Tratada 0.0272 0.0010
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La concentracion inicial de tebuconazol se situé en el mismo orden de magnitud que la
concentracion objetivo (500 pg/l), con dos charcas por encima de esta concentracién (XIX-12,
720 pg/l; XVI-10, 1260 pg/l) y una por debajo (XXIV-03, 120 ug/l) (Figura 9). Este primer muestreo
permitié también determinar la concentracién de fondo inicial de tebuconazol, a partir de los
datos de las charcas control obtenidos antes de la adicion del fungicida. Asi, podemos fijar este
fondo ambiental en los 6-9 ng/I.

8 dias después de la adicién del fungicida, en las charcas tratadas se habia reducido la
concentracién de tebuconazol entre el 99.84 - 99.99%, hasta niveles ligeramente superiores al
fondo ambiental determinado en el primer muestreo (71 — 188 ng/l). Por el contrario, la charca
control analizada esa fecha (XXIV-05) aumentd su concentracion de 8.5 a 21.3 ng/l, quiza como
consecuencia de un cierto transporte (viento) entre la charca tratada y la charca control, ya que
la variacion del nivel de la charca XXIV-05 (Tabla 3) no parece suficiente para explicar un posible
efecto de concentraciéon por reduccion del volumen de agua. En cualquier caso, hay que destacar
gue estas concentraciones en el orden de las decenas de ng/l son extraordinariamente bajas.

Tebuconazol
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2 0.0 8
|_ 1000 I T T T T T I T | T | T
100 —@— XXIV03 --4p---  XXIV-05
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Fuente: CISE
Figura 9. Evolucidn de la concentracidn de tebuconazol en las charcas estudiadas (escala logaritmica). Cada sector se
muestra en un color y las charcas tratadas se representan con un circulo y linea continua frente a las charcas control
(rombo y linea punteada).

A largo plazo, tras volverse a llenar las charcas de agua se mantiene el patréon de una
concentracion de tebuconazol ligeramente mayor en las charcas tratadas (27-33 ng/l) que en las
charcas control (11-12 ng/l), aunque en ambos casos con valores muy proximos al fondo
ambiental obtenido al inicio del experimento. Es decir, se puede afirmar que a la semana de
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realizar el tratamiento con fungicida apenas son observables niveles de fungicida superiores al
fondo ambiental.

3.3. Fisico-quimica

Las medidas de nivel maximo, temperatura y oxigeno disuelto realizadas in situ se muestran en
la Tabla 3.

Tabla 3. Nivel maximo, temperatura y oxigeno disuelto en las charcas estudiadas.

Fecha Charca Tratamiento Nivel (cm) Temp. (°C) Oxigeno disuelto
(mg/l) | %

21/06/2021 @.E0Y Control 55 8.5 9.67 107.5
XIX-12 Antes tratamiento 47 8.9 9.88 110.0

XVI-01  Control 26 11.2 9.39 111.0

XVI-10 Antes tratamiento 29 11.9 9.24 110.8

XXIV-05 Control 25 7.5 9.79 106.5

XXIV-03  Antes tratamiento 25 7.4 9.99 108.5

29/06/2021 @A)y Control 53 11.0 9.19 107.5
XIX-12  Tratada 42 12.8 9.08 111.2

XVI-01 Control 24 15.7 8.22 106.2

XVI-10  Tratada 28 17.1 8.30 110.8

XXIV-05  Control 23 11.8 8.52 101.8

XXIV-03 Tratada 23 11.9 8.87 106.0

13/07/2021 @€ Control 48 12.7 8.66 105.2
XIX-12 Tratada 40 12.8 8.53 103.9

XVI-01  Control 23 15.3 8.98 115.2

XVI-10  Tratada 25 15.8 9.10 118.1

XXIV-05 Control 215 11.2 9.19 107.8

XXIV-03 Tratada 18 11.2 9.29 109.4

La temperatura es una variable clave en el desarrollo de las comunidades acudticas, mientras
que el oxigeno disuelto en el agua es consecuencia no solo del equilibrio fisico-quimico con la
atmoésfera, sino también de los procesos de produccidn-respiracion en las charcas.

La Figura 10 muestra un diagrama de cajas para los valores de la temperatura y la saturaciéon de
oxigeno disuelto durante los primeros 3 muestreos (todas las charcas con agua) y agrupadas
segun el tratamiento recibido (control y adiccion de tebuconazol).
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Figura 10. Diagrama de caja de la temperatura, la conductividad y la saturacién de oxigeno disuelto en charcas control y
charcas tratadas.

Se ha encontrado una diferencia significativa (RM-ANOVA, p<0.05) en la temperatura a lo largo
del desarrollo del estudio (sin diferencias por tratamiento), consecuencia de las mayores
temperaturas en los dos ultimos muestreos (Figura 11) y que sugieren un escenario mas estable
y favorable para el desarrollo de las comunidades acudticas segun se van estableciendo las
condiciones estivales antes de que las charcas lleguen a secarse. En cualquier caso, no cabria
esperar ningun cambio en la temperatura del agua por el mero hecho del tratamiento con
fungicida aunque, como se ha comentado, el conocer que estas diferencias no existen es
imprescindible para interpretar el resto de parametros fisico-quimicos y bioldgicos.

En la saturacién de oxigeno disuelto no se han encontrado diferencias significativas entre las
charcas control y las tratadas (RM-ANOVA, p>0.05) ni a lo largo del desarrollo del estudio. En el
caso de la saturacién de oxigeno, los valores registrados siempre se han situado por encima del
100% (Figura 12), es decir, predominando los procesos de produccién primaria oxigénica sobre
el consumo de materia organica. Este hecho sugiere, mas alla de que no se hayan encontrado
diferencias entre charcas tratadas y charcas control, que los procesos de produccién primaria
fitoplancténica y fitobentdnica, asi como por parte de los macréfitos acudticos en el ultimo
muestreo, se encontraban funcionando con normalidad. Los valores son ligeramente mas
elevados de los esperables para charcas oligotroficas, si bien los muestreos se realizaron en
momentos en los que se producen valores elevados dentro del ciclo diario (horas centrales de
la mafiana).
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Figura 11. Evolucion de la temperatura en las charcas estudiadas. Cada sector se muestra en un color y las charcas
tratadas se representan con un circulo y linea continua frente a las charcas control (rombo y linea punteada).
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Figura 12. Evolucion de la saturacion de oxigeno disuelto en las charcas estudiadas. Cada sector se muestra en un color y
las charcas tratadas se representan con un circulo y linea continua frente a las charcas control (rombo y linea punteada).
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Los resultados analiticos de alcalinidad, conductividad, nitratos, nitritos, nitrogeno total y
foésforo total se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Alcalinidad, conductividad, nitratos, nitritos, nitrégeno total y fésforo total en las charcas estudiadas.

Fecha Charca Tratamiento Alc. Cond. NOs NO; TN PT
(req/l)  (uS/cm) (ugN/I)  (ugN/I)  (ugN/1)  (ug P/l)

21/06/2021 @€ Control 16 4 2 3 186 0
XIX-12 Antes tratamiento 24 4 28 1 99 1

XVI-01 Control 20 9 0 7 181 0

XVI-10 Antes tratamiento 36 8 5 1 466 1

XXIV-05  Control 24 19 6 3 170 0

XXIV-03  Antes tratamiento 16 12 6 1 225 2

29/06/2021 WA)EHY Control 40 4 1 142 2
XIX-12 Tratada 52 3 6 1 66 2

XVI-01 Control 48 14 3 1 235 4

XVI-10 Tratada 48 8 4 1 657 12

XXIV-05  Control 36 9 5 3 263 10

XXIV-03  Tratada 36 6 9 2 449 7

13/07/2021 WL Control 44 3 9 3 203 25
XIX-12 Tratada 32 5 10 4 290 35

XVI-01 Control 56 11 5 2 301 11

XVI-10 Tratada 36 12 6 1 816 19

XXIV-05  Control 68 19 6 1 570 24

XXIV-03  Tratada 48 10 7 1 1090 42

La Figura 13 muestra un diagrama de cajas para la concentracion de alcalinidad, conductividad,
nitrato, nitrito, nitrégeno total y fosforo total. Nuevamente aparecen agrupados por la fecha de
muestreo y por el tratamiento experimental.

La alcalinidad refleja la capacidad tampdn de estas pequefias masas de agua. El fésforo reactivo
soluble (no analizado) y el nitrato indican la disponibilidad de nutrientes de facil acceso para los
productoras primarios, mientras que el nitrito suele ser un buen indicador de contaminacién
organica o de intensos procesos de metabolizacion de materia orgdnica. Los niveles de fésforo
y nitrégeno total son un buen indicador de la biomasa presente en el agua de las charcas.

Se ha encontrado una diferencia muy significativa (RM-ANOVA, p<0.001) en la alcalinidad a lo
largo del desarrollo del estudio (sin diferencias por tratamiento) y una interaccion débil entre
tiempo y tratamiento (p<0.1). Es habitual en estos humedales que la alcalinidad aumente segun
baja la tasa de renovacion o disminuye el volumen de la masa de agua, por lo que es un resultado
coherente con lo esperado. Los valores obtenidos se sittan en el rango bajo de los encontrados
en el Macizo de Pefialara (Toro y Granados, 1998; Granados et al., 2006; Granados, 2020).
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Figura 13. Diagrama de caja de la alcalinidad, conductividad, nitrato, nitrito, nitrégeno total y foésforo total.
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En la conductividad no se han encontrado diferencias significativas entre las charcas control y
las tratadas (RM-ANOVA, p>0.05) ni a lo largo del desarrollo del estudio. La conductividad se ha
mantenido en niveles muy bajos (<20 uS/cm, Figura 15), tipico de estos humedales de alta
montafia (Toro y Granados, 1998; Granados et al., 2006; Granados, 2020), y que en cierta
medida condiciona la comunidad de organismos acuaticos a especies restringidas a aguas poco
mineralizadas.

En cuanto al nitrato, tampoco se han encontrado diferencias significativas entre las charcas
control y las tratadas (RM-ANOVA, p>0.05) ni a lo largo del desarrollo del estudio. En el caso del
nitrito se ha obtenido una relacion débil (RM-ANOVA, p<0.1) con el factor tratamiento,
relacionado con unos niveles algo mayores (pero en cualquier caso muy bajos) en las charcas
control durante el primer muestreo, por lo que en cualquier caso es descartable que pueda ser
consecuencia del tratamiento con fungicida. Valores bajos de nitrito como estos (Figura 17) son
los habituales en los humedales del Macizo de Pefialara, aunque los valores de nitrato (Figura
16) son muy bajos incluso para los valores habituales de este tipo de humedales.

Para el nitrégeno total se ha obtenido una relacién débil (RM-ANOVA, p<0.1) tanto con el factor
tratamiento como a lo largo del desarrollo del estudio. El nitrégeno total tiende a incrementarse
con el tiempo, y parece hacerlo con mayor intensidad en las charcas tratadas. En el fosforo total
se ha encontrado una diferencia muy significativa (RM-ANOVA, p<0.001) a lo largo del desarrollo
del estudio (sin diferencias por tratamiento). Es decir, la concentracion de fésforo total se ha
incrementado claramente a lo largo del tiempo, pero no se han observado diferencias entre las
charcas tratadas y las charcas control. Este incremento de nitrégeno total y fésforo total es muy
habitual en estos ecosistemas acuaticos segun se va produciendo un aumento del tiempo de
residencia, un desarrollo de las comunidades planctdnicas y una reduccidn del volumen de agua
de la charca, por lo que también se descarta un efecto significativo sobre estos parametros como
consecuencia del tratamiento experimental. Los valores observados se situan en el rango medio
o, en el ultimo muestreo, en el rango medio-alto de los valores encontrados en el Macizo de
Pefialara (Toro y Granados, 1998; Granados et al., 2006; Granados, 2020).
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Figura 14. Evolucion de la alcalinidad en las charcas estudiadas. Cada sector se muestra en un color y las charcas tratadas
se representan con un circulo y linea continua frente a las charcas control (rombo y linea punteada).
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Figura 15. Evolucion de la conductividad en las charcas estudiadas. Cada sector se muestra en un color y las charcas

tratadas se representan con un circulo y linea continua frente a las charcas control (rombo y linea punteada).
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Figura 16. Evolucion del nitrato en las charcas estudiadas. Cada sector se muestra en un color y las charcas tratadas se
representan con un circulo y linea continua frente a las charcas control (rombo y linea punteada).
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Figura 17. Evolucion del nitrito en las charcas estudiadas. Cada sector se muestra en un color y las charcas tratadas se
representan con un circulo y linea continua frente a las charcas control (rombo y linea punteada).
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Figura 18. Evolucion del nitrégeno total en las charcas estudiadas. Cada sector se muestra en un color y las charcas
tratadas se representan con un circulo y linea continua frente a las charcas control (rombo y linea punteada).
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Figura 19. Evolucion del fésforo total en las charcas estudiadas. Cada sector se muestra en un color y las charcas tratadas
se representan con un circulo y linea continua frente a las charcas control (rombo y linea punteada).
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3.4. Pigmentos fotosintéticos

La concentracidn de pigmentos fotosintéticos se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Concentracion de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, by c) e indice de Margalef en las charcas
experimentales.

Charca Tratamiento Chl-a Chl-b Chl-c indice
(ng/l)  (ug/l)  (ue/l) Margalef
21/06/2021 XIX-07 Control 1.75 0.00 0.00 2.13
XIX-12 Antes tratamiento 131 0.03 0.05 2.39
XVI-01 Control 1.90 0.00 0.19 2.18
XVI-10 Antes tratamiento 0.48 0.00 0.00 2.14
XXIV-05 Control 0.54 0.00 0.00 1.85
XXIV-03 Antes tratamiento 0.51 0.02 0.00 2.57
29/06/2021 XIX-07 Control 0.85 0.01 0.26 2.09
XI1X-12 Tratada 0.60 0.13 0.00 2.17
XVI-01 Control 1.75 0.00 0.32 3.73
XVI-10 Tratada 0.56 0.09 0.00 2.77
XXIV-05  Control 0.79 0.00 0.00 2.38
XXIV-03  Tratada 1.13 0.00 0.07 2.88
13/07/2021 XIX-07 Control 1.93 0.46 0.80 2.62
XIX-12 Tratada 3.34 0.93 1.05 2.23
XVI-01 Control 1.92 0.80 0.45 2.63
XVI-10 Tratada 2.13 0.14 0.15 2.35
XXIV-05 Control 1.87 0.94 0.95 3.10
XXIV-03  Tratada 3.92 0.68 0.88 2.92

La determinacion de la concentracién de clorofila a es una aproximacion al desarrollo del
fitoplancton en las charcas estudiadas, aunque no es posible establecer una relacién directa con
la biomasa. Este pigmento fotosintético es sin duda el mas importante, aunque también se ha
determinado la clorofila b y ¢ como posible indicador de cambios en la comunidad
fitoplancténica entre las distintas charcas. También se ha calculado el indice de Margalef
(relacién absorbancia 430/663 o carotenoides/clorofila), que suele informar del estado de
madurez de la comunidad de fitoplancton.

La Figura 20 muestra un diagrama de cajas para los valores de los pigmentos durante los
primeros 3 muestreos (todas las charcas con agua) conforme al tratamiento recibido. La
evolucién de la clorofila a se muestra en la Figura 21.
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Figura 20. Diagrama de caja de la clorofila g, by c y del indice de carotenoides en charcas control y charcas tratadas.

No se han encontrado diferencias significativas entre las charcas control y las tratadas para
ninguno de los pigmentos (RM-ANOVA, p>0.05), aunque si existen diferencias muy significativas
para todos ellos a lo largo de los muestreos realizados (RM-ANOVA, p<0.001), derivada del
hecho de que el muestreo de julio muestra valores claramente mas altos en clorofila a, by ¢
como consecuencia del crecimiento de la comunidad de fitoplancton en unas condiciones mas
estables, mayor temperatura y un menor volumen de agua. Tan solo hay una interaccion
significativa (RM-ANOVA, p<0.05) entre el tiempo transcurrido y el tratamiento para la clorofila
a, si bien es el grupo de charcas tratadas el que presenta mayor concentracion de clorofila al
final del estudio. Asi, los valores encontrados se encontrarian en el rango de la oligotrofia (2.5
ug/l) o ligeramente mesotrofico (OECD, 1982) en julio en dos de las charcas tratadas.
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No existen diferencias en el indice de Margalef (RM-ANOVA, p>0.05) que puedan estar asociadas
al tratamiento antifingico realizado, ni tampoco a la evolucién temporal de la charca o a una
interaccion de ambos factores. Los valores bajos de este indice parecen indicar una comunidad
relativamente joven y poco madura, con un ligero incremento segln transcurre el verano y que
estaria en consonancia con unas condiciones mas estables.

Clorofila a

La clorofila a es el principal pigmento fotosintético presente en el fitoplancton.
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Figura 21. Evolucion de la clorofila a en las charcas estudiadas. Cada sector se muestra en un color y las charcas tratadas
se representan con un circulo y linea continua frente a las charcas control (rombo y linea punteada).
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3.5. Biota

Los macroinvertebrados acuaticos de las charcas experimentales se muestran en la Tabla 6

Tabla 6. Numero de individuos de macroinvertebrados por unidad de esfuerzo en las charcas el 13 de julio de 2021.

Orden Familia Especie XIX-07 XiX-12 XVI-01 XVI-10  XXIV-03  XXIV-05
Bivalvia
Veneroida
Sphaeriidae
Pisidium casertanum? 46 38 1 44
Oligochaeta
Oligochaeta indet!? 16 1 2 16
Insecta
Coleoptera
Dytiscidae
Agabus nebulosus? 2 1 4 1 1
Agabus bipustulatus? 5 9
Agabus sp.t 1
Dytiscus marginalis%2 2 2
Dytiscus sp. ! 6 1 1
Hydroporus sp. 12 2 3 1
Elmidae
Oulimnius sp.t 3
Helophoridae
Helophorus sp.? 5 14 9 16 16 4
Hydrophilidae
Helochares sp.?2 1 1
Hydrophilidae indet. £ 2 2
Diptera
Chironomidae
Chironomidae indet. ? 208 264 264 96 224 210
Culicidae
Culex sp. 1 16
Ephemeroptera
Baetidae
Cloeon dipterum? 1 1
Heteroptera
Corixidae
Micronecta sp.! 1 2
Sigara nigrolineata? 1 1
Sigara sp. 12 2 1 24
Corixidae indet. ! 28 48 28 44
Gerridae
Gerris thoracicus? 2 3
Gerris sp. ? 1
Notonectidae
Notonecta glauca? 1 1
Notonecta maculata? 1 1 2
Notonecta sp.! 1 2 18 2 2
Odonata
Libellulidae
Sympetrum sp. ! 3 10 2 1

ILarvas. 2Adultos.
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En términos de densidad relativa, la familia de los quironémidos es el taxdon mds abundante,
oscilando entre el 53 y 76%. Se trata de dipteros que, en general, suponen escasa biomasa dado
el pequefio tamafo de los taxones presentes. Por el contrario, los coledpteros estdan dominados
por especies de gran tamafio y constituyen uno de los drdenes mas diversos. Cuenta con la
presencia de especies cosmopolitas como Agabus bipustulatus, o A. nebulosus, ademas del
ditiscido Dytiscus marginalis. Esta Ultima es la especie de invertebrado de mayor tamafio, y se
distribuye en la mitad norte peninsular generalmente asociada a zonas de montaiia. Esta especie
se ha localizado, en estado adulto, Unicamente en dos charcas tratadas: XVI-10 y XXIV-3.

Otro orden muy diverso, y el segundo en términos de abundancia y densidad relativa, son los
heterdpteros. En general, las especies presentes son tipicas en los humedales de montafa. El
taxén mas abundante ha sido el género Sigara sp., de habitos filtradores, a diferencia del otro
género dominante, Notonecta,sp., de habitos depredadores.

Es destacable igualmente el molusco Pisdium casertanum, que esta ausente en dos charcas
tratadas (sectores XVI y XXIV) y esta presente en las charcas no tratadas. Sin embargo, en el
sector XIX si estd presente en densidades elevadas en las dos charcas, tanto la tratada, como la
no tratada con tebuconazol por lo que no se pueden atribuir diferencias evidentes debido al
tebuconazol.

También se ha observado la presencia de odonatos indistintamente en charcas tratadas o
charcas control, aunque estan ausentes de uno de los sectores (Charcas Calamita).

La Figura 22 muestra la biodiversidad de macroinvertebrados acudticos encontrados en las
charcas experimentales durante el muestreo del 13 de julio de 2021. Hay que sefialar que la
diversidad real tiene que ser necesariamente mayor, ya que algunos de los grupos taxonémicos
solo se han considerado a nivel de orden o familia, pero en cualquier caso esta resolucidn
taxondmica permite comparar la biodiversidad entre las distintas charcas estudiadas. Por esta
razon, la diversidad observada es relativamente baja (<1.35). Esto se debe fundamentalmente a
la fuerte dominancia de los quirondmidos, que se han tratado aqui a nivel de familia por la
dificultad de su determinacidn a nivel de especie aunque se tiene constancia de que en el Macizo
de Pefialara hay mas de 20 especies. Esto genera que el indice de dominancia de Simpson sea
mayor o igual a 0.5 en todas las charcas, salvo en XVI-10 en la que baja a 0.367. En general, la
diversidad-a es bastante similar cuando se comparan las distintas parejas de charca tratada y
control, estando la mayor diferencia precisamente entre las charcas XVI-01 (H'=1.049) y XVI-10
(H'=1.311). Es mas, la diversidad-B que calcula el grado de diversidad que presentan las distintas
charcas entre si es muy baja, con un valor de 0.197. O lo que es lo mismo, todas las charcas
(tratadas o no) son bastante similares en cuanto a diversidad de macroinvertebrados acuaticos.

En definitiva, el listado de especies y los valores de biodiversidad de macroinvertebrados
acudticos no indican que el tratamiento con tebuconazol haya implicado algin impacto
significativo sobre ésta comunidad.
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Figura 22. indice de Shannon (diversidad-a) que indica la biodiversidad de macroinvertebrados acuaticos encontrados las
charcas experimentales el 13 de julio de 2021.

La Tabla 7 presenta el nimero de individuos de crustaceos zooplanctdnicos por unidad de
esfuerzo para obtener el indice ABCO en las charcas XVI-01 y XVI-10 el 13/07/2021.

Tabla 7. Numero de individuos de zooplancton por unidad de esfuerzo en dos de las charcas el 13 de julio de 2021.

Especie ID TAXAGUA XVi-01 XVi-10
Ceriodapnia reticulata CERO23RET027 640 2925
Chidorus sphaericus CHY001SPHO037 24 -
Tropocyclops prasinus TROOO9PRAO56 8 194
Chirocephalus diaphanus CHIO09DIA028 - 6

Todas estas especies ya eran conocidas del macizo de Pefialara (Toro y Granados, 1998;
Granados et al., 2006). De acuerdo con el listado y distribucidon conocida de los crustaceos de la
Comunidad de Madrid (Bravo Utrera y Baltands, 2020), Chydorus sphaericus aparece ambientes
someros asi como en la zona litoral de las grandes masas de agua. Sélo aparece, aunque con una
proporcién baja, en una de las dos charcas (control). Chydorus sphaericus es una de las especies
consideradas como indicadoras de las condiciones de buena calidad ecoldgica en las masas de
agua de alta montafia (MAGRAMA, 2013b), si bien la aplicaciéon de los indice oficiales del
establecimiento de la calidad ecoldgica presentan graves problemas para su aplicacion al Macizo
de Pefialara.

El otro cladécero encontrado, Ceriodapnia reticulata, aparece en ambas charcas, aunque en una
de ellas (tratada) en una densidad aproximadamente 6 veces mayor que en la otra. También
aparece en ambas charcas el copépodo Tropocyclops prasinus que, curiosamente, en la
Comunidad de Madrid se le asocia principalmente a lagunas de profundidad media o alta (Bravo
Utrera y Baltanas, 2020). Ademas, aparecen algunos ejemplares del anostraceo Chirocephalus
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diaphanus cuya presencia se asocia a charcas temporales poco mineralizadas a cualquier altitud
en la provincia de Madrid (Bravo Utrera y Baltanas, 2020). Aparece en la charca tratada XVI-10.

Del analisis de la comunidad zooplancténica se deduce que el tratamiento con fungicida no ha
tenido un efecto de gran impacto para esta comunidad, si bien queda la duda de si la presencia
de una especie sensible y caracteristica de las masas de agua de alta montafia solamente en la
charca control podria tener relacién con el tratamiento experimental. Realmente no es extrafio
encontrar diferencias en la composicion del zooplancton incluso entre charcas muy cercanas.

3.6. DECOTABs

Como se ha comentado en el apartado 2.5, las DECOTABs (Decomposition and Consumption
Tablets) son pastillas estandarizadas compuestas por celulosa y agar-agar que al colocarlas en
las charcas (Figura 23) durante un tiempo relativamente prologado permiten estudiar el proceso
de descomposicién microbiana de la materia organica.

Figura 23. Sistema de incubacién de las DECOTABs en las charcas experimentales, que permite ir retirando

secuencialmente un nimero determinado de réplicas para determinar la pérdida de peso debido a la descomposicion
microbiana.

La Figura 24 muestra los resultados de los modelos de decaimiento exponencial calculados para
cada una de las charcas a partir de la pérdida de peso observada en las DECOTAB:s.
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cada una de las charcas.

Figura 24. Modelos de decaimiento exponencial calculados a partir de la pérdida de masa de las DECOTABs en
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En todos los modelos la masa inicial calculada es ligeramente menor del 100% (p<0.05), aunque
claramente dentro del rango esperado para este tipo de ajustes de decaimiento exponencial
(95-105%). Cuando la masa inicial calculada esta por debajo del 100%, suele interpretarse como
una liberacién rapida tras el inicio del experimento de determinados compuestos mas labiles o
solubles, aunque esta interpretacion en el caso de las DECOTABs es mas discutible al tener una
variabilidad muy baja de materia orgéanica (celulosa y agar-agar).

Los coeficientes de decaimiento exponencial han resultado muy bajos en todos los casos, si bien
en el sector de Las Rocas (XXIV-03 y XXIV-05) practicamente doblan los encontrados en los otros
sectores. Las tasas de descomposicidon estdan menos estudiadas en charcas y lagunas de alta
montafia que en rios, pero se han observado valores en rangos similares o ligeramente mayores
en lagos oligotréficos (Hanlon, 1982; Pope et al., 1999).

Dada esta baja tasa de descomposicidn, la modelizaciéon exponencial es muy similar a la obtenida
mediante regresion lineal, por lo que se han comparado las pendientes de las rectas obtenidas
para saber si existen diferencias entre las tasas de descomposicidon entre las distintas charcas
(Figura 25).
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Figura 25. Regresion lineal del porcentaje de DECOTABs restante respecto al tiempo en las distintas charcas.

Tan sdlo son diferentes significativamente las pendientes calculadas para las charcas XXIV-03 y
XXIV-05 (ANOVA, p<0.001) comparadas con las de las demas charcas, tal como sugeria el hecho
de tener un coeficiente de decaimiento exponencial de aproximadamente el doble que las otras.
Es mas, la pendiente de la recta de estas dos charcas no es significativamente distinta cuando
se comparan entre ellas (tukey test, p>0.05).
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En definitiva, las DECOTABs muestran que la tasas de descomposicidon de materia organica en
las charcas de Pefialara es lenta, aunque ligeramente variable entre distintas charcas y, sobre
todo, sectores. El hecho de haber sido tratadas con tebuconazol no parece haber causado
ningun impacto significativo en el proceso de descomposicion de materia orgdnica por parte de
los hongos acuaticos.
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Resumen y conclusiones

- Se hadisefiado un experimento piloto para evaluar la viabilidad de realizar tratamientos
de desinfeccion con un fungicida (tebuconazol) de las larvas afectadas por
quitridiomicosis directamente en el medio natural. Este informe recoge los resultados
complementarios sobre el estado de conservaciéon de las charcas estudiadas

- Se han estudiado 3 parejas de charcas correspondientes a 3 sectores de humedales
distintos. Cada pareja (charca control y charca experimental) se ha elegido buscando
qgue fuesen similares en tamafio, profundidad, presencia de vegetacién acudtica y
duracidn del hidroperiodo.

- El experimento tuvo que iniciarse pocos dias después de unas intensas lluvias en el
macizo, condicionado por el estado de desarrollo de las larvas de Alytes obstetricans
que requeria su traslado a las charcas experimentales sin mayor demora. Habria sido
preferible dejar transcurrir unos dias para dar mayor estabilidad a las charcas, por lo que
la meteorologia de este aflo no ha sido particularmente propicia para realizar un
experimento de este tipo

- La concentracién inicial de tebuconazol se situd en el mismo orden de magnitud que la
concentracién objetivo (500 pg/l), con dos charcas por encima de esta concentracion
(720 pg/l'y 1260 pg/l) y una por debajo (120 ug/l). El fondo ambiental de tebuconazol
se establecid en 6-9 ng/l. A los 8 dias de realizar el tratamiento con fungicida apenas son
observables niveles de fungicida superiores al fondo ambiental.

- Las variables fisico-quimicas estudiadas (temperatura, oxigeno disuelto, alcalinidad,
conductividad, nitratos, nitritos, nitrégeno total y fosforo total) muestran, en algunos
casos, cambios significativos a lo largo de la duracién del experimento, pero no se
observan diferencias significativas entre las charcas control y las charcas tratadas con el
fungicida. En todos los casos se trata de tendencias temporales y concentraciones
acordes a lo esperable en los humedales del Macizo de Pefialara.

- Tampoco se han encontrado diferencias significativas entre las charcas control y las
tratadas en los pigmentos fotosintéticos, si bien su concentracion aumenta claramente
conforme se establecen unas condiciones mas estables y propias de la parte central del
verano.

- A pesar de ciertas diferencias en la composicidon de especies de macroinvertebrados
acuaticos, la riqueza de especies, la diversidad-a y diversidad-p indican que todas las
charcas (tratadas o no) son bastante similares en cuanto a la comunidad de
macroinvertebrados acuaticos.

- Del andlisis de la comunidad zooplanctdnica se deduce que el tratamiento con fungicida
no ha tenido un efecto de gran impacto para esta comunidad. Queda la duda de si la
presencia de una especie sensible y caracteristica de las masas de agua de alta montafa
solamente en la charca control podria tener relacién con el tratamiento experimental,
aunque realmente no es extrafio encontrar diferencias en la composicion del
zooplancton incluso entre charcas muy cercanas.
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- Elestudio realizado para evaluar el posible impacto sobre el proceso de descomposicidn
microbiana de materia orgdnica con pastillas estandarizadas de celulosa y agar-agar
(DECOTABSs) indica que esta tasa de descomposicion es lenta y ligeramente variable
entre distintas charcas y, sobre todo, sectores. En cualquier caso, la ausencia de
diferencias significativas entre la velocidad de este proceso en las parejas de charcas
descarta un impacto significativo en el proceso de descomposicidn de materia organica
por parte de los hongos acudticos debido al tratamiento realizado.

- En definitiva, la realizacion de un tratamiento de desinfeccion con tebuconazol
directamente en el medio natural no parece haber tenido ninguin efecto significativo
sobre la fisico-quimica de estas charcas, sobre su comunidad acuatica o sobre los
procesos funcionales de degradacion de materia organica.
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