Developmental
temperature modulates
microplastics impact on
amphibian

life history without
affecting ontogenetic
microplastic transfer




Infroduzione

Microplastiche: particelle con
dimensioni inferiori a Smm,
ubiquitarie in ogni ecosistema
terrestre e acquatico

Anfibi come vettori ecologici
per il frasporto di inquinanti

Migrazione attraverso
differenti ecosistemi poco
studiata, specialmente nel

passaggio da acqua a
terraferma

Bioindicatori in grado di

fornire informazioni grazie al
ciclo vitale a due fasi



Background-

Stress &
Temperatura




Materiali e metodi -
raccolta

30 coppie diraganelle giapponesi
(Dryophytes japonicus) raccolte a Gongju,
Repubblica di Corea

Raccolte nella seconda meta di giugno
2023

Uova allevate a 25°C con ciclo luce/buio di

12h

Inizio procedura a stadio di Gosner 26, solo
individui simili
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Condition

Stage

Replication

Sampling

Analysis

High temperature (30°C)
condition (0 MP)

Tadpole
Gosner stage 26

25 tadpole in each tank
5 tank in each condition

No sampling

No sampling

High temperature (30°C)
MP exposure (180MP / ml)

Low temperature (22°C)
condition (0 MP)

e —

7 Tadpole with hindlimb
D Gosner stage 39 =

Metamorph
Gosner stage 46

Metamorph in each tank

m 25 tadpole in each tank
IL L] 5 set in each condition

5 tank in each condition

4 tadpole in each tank
20 tadpole in each condition

4 metamorph in each tank
20 metamorph in each condition

Body length and weight
Development date
- Hormone and enzyme
Gut to intestine ratio
MPs enrichment
Fecal microbiome

Body length and weight
Development date
Hormone and enzyme
Gut to intestine ratio
MPs enrichment

Low temperature (22°C)
MP exposure (180MP / ml)

Tl Froglet ﬁx»
- Amonth after metamorphosis =~

>

m froglet in independent cage “**;?3

5 set in each condition -y

4 froglet in each set
20 froglet in each condition

Body length and weight
Development date
Hormone and enzyme
Gut to intestine ratio
MPs enrichment
Fecal microbiome

Mortality and deformity

Design dello studio




Manvutenzione
&
monitoraggio

Ciclo luce/buio di 12h

Mangime per pesci erbivori somministrato 2 volte al
giorno (8-10% della massa corporea) - eccesso
NnMosso per mantenere pulizia

Girini raccolti a stadio di Gosner 39 (fino ad avere 20
esemplari per gruppo)

Raggiunto lo stadio adeguato, i girini sono stafti puliti
e isolati per raccogliere i campioni fecali



Collezione dei campioni

. m Gpsner 39 (comparsa zampe posteriori) /Compiono’ri 20 sl pes R

+ Individui durante la metamorfosi avanzata: condizione sperimentale per fase di
Gosner 46 (assorbimento coda) crescita, quindi 240 esemplari in

« Giovani adulti: 30 giorni dopo la fine della \TOW@ )
metamorfosi

Experimental condition Stage Survival and Growth Physiology Mps enrichment

bid kb o= - ¢

lagpnlo Mortality Deformnty Hormone and enzyme

High temperature  High te;n;;erature %9

control (HC) MP exposure (HM) )) )) O“"r_'r'q - )) ))
' 1 I = 3 Metamorph Gut to mtestlne ratio

Length = Weight

< > f
Low temperature ~ Low temperature ‘& @ \t),

Density separation
control (LC) MP exposure (LM) Froglet Developmental rate Fecal microbiome




Analisi Fisiologiche, Microplastiche & Deformita

Misurati Corticosterone e Superossido dismutasi
(SOD)—> omogeneizzati, quindi le molecole sono
state isolate attraverso i relativi kit e sottoposti a
spettrofotometro, rispettivamente a 412nm e 450
nm.

DNA analizzato dopo |'estrazione dal
campione fecale. Amplificata la regione del
16S rRNA e misurata a-diversita & R-diversita.

Misura delle MP avvenuta dopo
decomposizione in H,O, e SMI
(Sediment-MP isolation) attraverso
microscopio a fluorescenza.

Anormalita (movimenti o
deformita) rispetto al
comportamento previsto
misurate (individui
ulteriormente analizzati).



Risultati — Crescita & contenuto MP

Tadpole Tadpole Metamorph Froglet

2.0+

Experiment

. Control

' MP exposure

Q,, Statistics

3 25%~75%

T Range within 1.51QR
=== Median Line

O Qutliers

1.5

Metamorph
Experiment

o
. Control
. MP exposure

HC HM LC LM HC HM LC LM  HC HM LC LM
Group

1.0

Average MPs Count

0.5-

0.0




Risultati = Mortalita & deformazioni

Aot (1Y)

Hindlimbjdeformity e

Survival probability

deformity;

¥ 2
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Tadpole Metamorph Froglet

15.0-

Deformities Condition Measure Mean

Frog with deformities HM Corticosterone 91.77
S0D 186.00
LM Corticosterone 9.31
SOD 231.60
. Frog without deformities HC Corticosterone 34.62
Experiment soD 82.35
. Control HM 20 Corticosterone 25.59
‘ MP exposure SODA 88.59
Lc 20 Corticosterone 21.75
Statistics sob 86.90
[ 2sv-rs M 20 Corticosterone 28.50

T Range within 1.51QR 50D 90.41
; = Median Line _—
© Outiers Note: HM (High Temperature with Microplastic Treatment), LM (Low Temperature with Microplastic Treatment), LC (Low Temperature Control), Std (Standard

Deviation)
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Risultati — Stress fisiologico
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Risultati — Risposta intestinale

250 -

<<
&L

50-

Experiment

. Control

. MP exposure

Statistics

[ 25%~75%

T Range within 1.51QR
=== Median Line

© Outliers

Body weight (g) Body length (mm)

Gut to length ratio

Tadpole Metamorph Froglet
a b b b a b b b a b b b

25.0-
22.5+
20.0-
17.5~
15.0-
12.5-

.=

25.0-
22.5+

20.0-
175- *
15.0-

°

12.5-
10.0-

Experiment

' Control

. MP exposure

Statistics

[ 25%~75%

T Range within 1.51QR
== Median Line

O Outliers




Discussione e considerazioni

Anfibi come
vettori per lo Stress ossidativo Relazione con

Implicazioni

ecosistemiche

spostamento di e deformazioni temperatura
microplastiche




Conclusioni & criticita

transfer to land

& Can affect
Mlcroplastlc pollution Population persistence

Body size

Lasting effect Intestlnal morphology
Gut microbiota
&) V\

Microplastics transfer Iow ) Hindlimb deformities

Mela mhcels _~¥  and dysfunction 2]
\ Increased oxidative stress

/@°+&

Aquatic microplastics
(10um polystyrene sphere, 180MP / m!)
\ Mortality caused &4

by microplastics

Temperature variation
(High temperature; 30°C, low temperature; 20°C)

Condizioni sperimentai
POCO coerenti con
I'’ambiente naturale

Scelta delle microplastiche

Utilizzo di altri indicatori di
stress ossidativo (es.
olejfellely)



Grazie per |'attenzione
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