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RESUMEN

Los sedimentos marinos juegan un gran papel en el ecosistema ya que no solo son el soporte
de la flora; la cual conforma el habitat de las especies bentdnicas, sino que también le aporta
gran variedad de nutrientes. Desde la creacién y uso de los puertos, estas areas que delimitan
la costa y el mar han recibido una gran influencia procedente de la actividad humana. Debido a
estos cambios los sedimentos comienzan a absorber las substancias que se desprenden de
estas actividades.

Por tanto, y para saber si el sedimento ha alcanzado concentraciones de contaminantes lo
suficientemente téxicas como para ser preocupantes se ha decidido analizar su toxicidad
general a través del protocolo estandarizado: “Protocolo del test de toxicidad de sedimentos
marinos con larvas del erizo de mar Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816)”. Este test se ha
aplicado a los sedimentos del Puerto de Gandia, del Puerto recreativo de Gandia, del Puerto
del Perelld, del Puerto de Oliva y del Puerto de Denia. Siguiendo la metodologia descrita
podemos concluir que se han visto afectadas las longitudes de las larvas en todos los puertos,
destacando el Puerto del Perell6 y el de Oliva. Siendo el Puerto del Perelld el de mayor
densidad de embarcaciones seguido por el de Oliva el cual, ademas, también recibe
aportaciones de sedimentos provenientes de la Albufera.

PALABRAS CLAVE: Sedimentos; puerto; toxicidad; protocolo estandarizado.

ABSTRACT

Marine sediments play a great role in the ecosystem since they are not only the support of the
flora; which forms the habitat of benthic species, but also provides a great variety of nutrients.
Since the creation and use of ports, these areas that delimit the coast and the sea have been
greatly influenced by human activity. Due to these changes, the sediments begin to absorb the
substances that are released from these activities.

Therefore, and to know if the sediment has reached concentrations of pollutants toxic enough
to be of concern, it has been decided to analyze its general toxicity through the standardized
protocol: "Protocol for the toxicity test of marine sediments with larvae of the Paracentrotus
sea urchin lividus (Lamarck, 1816)”. This test has been applied to the sediments of the Port of
Gandia, the Recreational Port of Gandia, the Port of Perelld, the Port of Oliva and the Port of
Denia. Following the methodology described, we can conclude that the lengths of the larvae
have been affected in all ports, highlighting Puerto del Perell6 and Oliva. Being the Puerto del
Perellé the one with the highest density of vessels followed by the one in Oliva which, in
addition, also receives contributions of sediments from the Albufera.

KEYWORDS: Sediments; port; toxicity; standardized protocol.
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1. INTRODUCCION

Sedimentos del medio marino
Medio marino

El medio marino es una pieza fundamental del origen de la vida en la Tierra, repleto de vida
animal y vegetal conocida y por conocer. Hay muchos tipos distintos de medios marinos como
lo son: las marismas, los manglares, las zonas intermareales, los estuarios, las lagunas costeras,
los arrecifes y el fondo marino y mar profundo, presentando diferencias ya sea por su vegetacion
por su geologia, sus niveles de oxigeno o nutrientes, o su ubicacién respecto a la costa entre
otras caracteristicas. Este tipo de ecosistema compuesto principalmente por agua salada
compone el 71% de la superficie del planeta ocupando el espacio que separa las islas y
continentes. Y por motivos comerciales o bélicos los humanos han intentado cruzar este
ecosistema utilizando barcos, para lo cual, y, a medida que el nimero de embarcaciones
aumentaba fue necesaria la creacién de zonas en las que almacenar los navios para su
organizacion, de esta forma se crearon los primeros puertos. Y desde entonces teniendo en
mayor o menor consideracion los beneficios de su conservacion se aumentd su explotacion.
Poniendo en peligro sus funciones como suministro de oxigeno y sumidero de CO,, regulador
del clima y habitat para faunay flora indispensables para el desarrollo de la vida. El fondo marino
puede estar compuesto por limos, arcillas, arenas, piedras de mayor tamafio o de la misma roca
madre, a continuaciéon, por encima de esta capa puede haber materia orgdnica en
descomposicidn o viva. En concreto el medio marino de las zonas de estudio estaba formado
por una mezcla en mayor o menor porcentaje dependiendo la muestra de arena y materia
organica descompuesta y no descompuesta (Anél.lides, 2016).

Formacion de sedimentos

El proceso que sigue la roca madre en su erosion es siempre el mismo. Parte de un estado inicial
de solidez y buena estructura, y con el paso del tiempo se va generando la meteorizacion,
proceso por el que fisica, bioldgica o quimicamente se degrada o fragmenta la roca, produciendo
partes de ella mas pequeiias. Estas partes se transportan a través del viento o de corrientes
superficiales hasta que se depositan en el mar, donde con el paso del tiempo y dependiendo de
las corrientes ocednicas se llegardn a depositar en el lecho marino de una zona del mundo. Estas
deposiciones irdn creando capas de sedimento segun vayan llegando los mismos, pudiendo ser
utiles como ventana al pasado al estudiar los sedimentos que se depositaron hace cierto nimero
de afos, estudiando por ejemplo los fdsiles en ellos u otros componentes adsorbidos al
sedimento. Y es que los elementos adsorbidos al sedimento pueden ocasionar ciertos problemas
a la vida que se apoya o utiliza de cualquier manera el fondo del mar para su desarrollo, como
es el caso de los peces bentdnicos, que basan su vida ligada al fondo del mar (Olave Seguel,
2019).

La dinamica de los sedimentos explica numerosos fendmenos entre los cuales se encuentra la
adsorcién y desorcion de especies quimicas, debiendo tener muy en cuenta este fendmeno para
saber si algln elemento que se esté vertiendo se adsorba al sedimento y afecte al ecosistema
(Rodriguez, 2003)



El sedimento esta constituido principalmente por 4 componentes. El primero se trata del agua
intersticial que ocupa el espacio que dejan las particulas sélidas de la matriz. En segundo lugar,
el componente inorganico formado por minerales y rocas provenientes de la erosiéon del
material terrestre. A continuacidn, la materia organica también presenta una parte, formada
por mezclas de carbohidratos, lipidos, proteinas y diversas sustancias himicas. Para finalizar,
una agrupacion de material antropogénico, donde se incluyen varios tipos de contaminantes.
Debido a esto el sedimento puede llegar a acumular cantidades de téxicos con efectos adversos
a la salud humana o al medio ambiente (Leticia Peluso, 2011).

Area de estudio
Ubicacion

De forma general el area de estudio comprende puntos en diferentes puertos de la costa
valenciana y otro a 2,5 kildmetros de la costa.

De manera mas concreta se tomaron 6 muestras de sedimento; 5 de ellas proceden de puertos
y 1 procede de una zona considerada como control que servird para comparar la supuesta
toxicidad de los puertos con la de una ubicacidn sin téxicos, de esta manera se podra eliminar
del estudio el efecto que el sedimento en si mismo pueda ocasionar. La ubicacidén concreta de
las zonas de muestreo se puede observar en la tabla 1.

Tabla 1. Ubicacion de los puntos de muestreo de sedimento.

Muestra Coordenadas
Puerto de Gandia 38°59'37.7"N 0°09'34.5"W
Puerto recreativo de Gandia 38°59'49.4"N 0°09'17.1"W
Puerto del Perelld 39°16'42.8"N 0°16'30.4"W
Puerto de Oliva 38°55'53.1"N 0°05'44.6"W
Puerto de Denia 38°50'27.7"N 0°07'13.5"E
Zona control 38°58'39.4"N 0°07'00.2"W

Puertos
Puerto de Gandia

Se sitla a 65 kilémetros al sur de la ciudad de Valencia y a 110 kildmetros del norte de la ciudad
de Alicante (llustracién 1). Desde diciembre de 1385 esta integrado en la Autoridad Portuaria de
Valencia, debido al Real Decreto 2.100/1985 de 23 de octubre. Sus funciones actualmente son
la importacion y manipulacién de los siguientes productos: productos quimicos, papel, y
productos perecederos (fruta refrigerada) en exportacion e importacion, asi como también
productos forestales. El puerto de Gandia utiliza una terminal polivalente ubicada en el Muelle
Serpis. La terminal presenta una longitud de 300 metros y un calado de hasta 10 metros (Tabla
2y 3) (Autoridad portuaria de Valencia, 2020).


https://es.wikipedia.org/wiki/Terminal

Tabla 2. Datos generales sobre el puerto de Gandia (Conselleria de Politica Territorial, Obras Publicas y Movilidad,
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Caracteristicas generales

Espacio terrestre (m?)
Infraestructuras de abrigo (m)

Superficies

Calado en la bocana (m)
Calado (m) 6,5
Longitud (m)

o Superficie (m2) 235542,34
evolucion

Calado (m)

Tabla 3. Datos generales sobre el puerto de Gandia (Conselleria de Politica Territorial, Obras Publicas y Movilidad,
2019).

Servicios a la embarcacion

Numero de amarres 47
Grua fija

Eslora maxima

Area carenaje (m?)

Hibernaje (m?)

Superficie cubierta de talleres (m?)

Alumbrado / Electricidad Si
Agua Potable St
Muelle de espera Si
Rampa Si
Reparaciéon y mantenimiento Si
Combustible St

Varadero Si



3 &\ g
llustracion 1. Foto satelital del puerto de Gandia (Google Maps, 2021)

Puerto recreativo de Gandia

El puerto recreativo de Gandia (llustracidn 2) se encuentra situado dentro del propio puerto
comercial. Esta bien protegido por un potente muelle exterior, con una entrada facil. Al entrar
se vera a Br el muelle comercial, pasado este se encuentran las instalaciones del Nautico
situadas en la bahia de Cala Bona, las embarcaciones deportivas tienen prohibido el paso a las
zonas pesquera y comercial, menos en caso de emergencia. Ademas de los servicios tipicos
que puede ofrecer el Real Club Nautico, el puerto ofrece una marina seca con capacidad para
90 barcos (Tabla 4 y 5) (Autoridad portuaria de Valencia, 2020).

Tabla 4. Datos generales sobre el puerto recreativo de Gandia (Conselleria de Politica Territorial, Obras Publicas y
Movilidad, 2019).

Caracteristicas generales
Calado en la bocana (m) 3,8

Superficie (m2) 34219.82

evolucion

Calado (m) 3,8

Tabla 5. Datos generales sobre el puerto recreativo de Gandia (Conselleria de Politica Territorial, Obras Publicas y
Movilidad, 2019).

Servicios a la embarcacion

Numero de amarres 301
Alumbrado / Electricidad Si
Agua Potable Si
Muelle de espera Si
Rampa St
Reparacién y mantenimiento Si

Combustible Si



llustracion 2. Foto satelital del puerto recreativo de Gandia (Google Maps, 2021)

Puerto del Perelld

El Perellé conforma el barrio maritimo del municipio de Sueca, actualmente se forma con altos
edificios de apartamentos de segunda residencia (llustracién 3). El Club Nautico instalé aqui sus
instalaciones gracias a uno de los canales que unen la Albufereta con el mar. Este puerto fluvial,
no se ve con facilidad desde el mar, minimizado debido a su escollera casi vertical, si bien el
navegante que procede de Valencia debera calcular unas 10 millas al Sur para detectar las
edificaciones que lo rodean. Los pantanales estan situados en el margen derecho del canal y la
mayoria de sus embarcaciones son a motor, debido a su escaso calado (Tabla 6 y 7) (Conselleria
de Politica Territorial, Obras Publicas y Movilidad, 2019).

Tabla 6. Datos generales sobre el puerto del Perelld (Conselleria de Politica Territorial, Obras Publicas y Movilidad,
2019).

Caracteristicas generales

Espacio terrestre (m?) 15.367,22
Superficies

Infraestructuras de abrigo (m) 379,70
Calado en la bocana (m) 1,7-2

Calado (m) 1,8
Longitud (m) 701,14
Superficie (m2) 29.920,22

Areas de evolucion
Calado (m) 1,5-2



Tabla 7. Informacion sobre los servicios del puerto del Perello (Conselleria de Politica Territorial, Obras Publicas y
Movilidad, 2019)

Servicios a la embarcacion

Nuimero de amarres 186
Grua fija 3y8tn
Eslora maxima 10 m
Area carenaje (m?) 1.131
Hibernaje (m?) 550
Superficie cubierta de talleres (m?) 448
Alumbrado / Electricidad Si
Agua Potable Si
Muelle de espera Si
Rampa Si
Reparaciéon y mantenimiento Si
Combustible St
Varadero Si

llustracion 3. Foto satelital del puerto del Perellé (Google Maps, 2021)

Puerto de Oliva

El Puerto deportivo La Goleta (llustracién 4) se encuentra en el litoral de Oliva, municipio de
Valencia que muy préximo con la provincia de Alicante y se halla a mitad de camino entre Gandia
y Denia. Tanto el Puerto Deportivo como el Club Nautico tienen modernas instalaciones, a pesar
de que el navegante cuente con pocas referencias salvo sus dos espigones que se adentran en
el mar unos 200 m. No estan repartidos los puestos de atraque, distribuyéndose los barcos en
su interior en funcidn de su eslora, que permite un maximo de 15 m (Tabla 8 y 9). Se realizan
cursillos de nautica y en verano estd operativa la escuela de vela (Conselleria de Politica
Territorial, Obras Publicas y Movilidad, 2019).



Tabla 8. Datos generales sobre el puerto de Oliva (Conselleria de Politica Territorial, Obras Publicas y Movilidad,
2019).

Espacio terrestre (m?) 30.023
o Infraestructuras de abrigo (m) 900,23
Superficies

Calado (m) 2,5
_ Longitud (m) 532,58
Superficie (m2) 34.699,07
Calado (m) 2

evolucion

Tabla 9. Informacion sobre los servicios del puerto de Oliva (Conselleria de Politica Territorial, Obras Publicas y
Movilidad, 2019).

Servicios a la embarcacion

‘

Numero de amarres 423
Grua fija 5tn
Eslora maxima 15m
Area carenaje (m?) 3.775
Hibernaje (m?) 391
Alumbrado / Electricidad Si
Agua Potable Si
Muelle de espera Si
Rampa Si
Reparacion y mantenimiento Si
Combustible Si
Varadero Si

llustracion 4. Foto satelital del uerto de Oliva (Google Maps,
2021).



Puerto de Denia

El gran puerto de Denia, en la Costa Blanca (llustracién 5), se conforma por dos grandes muelles
que el dan proteccidén, y que junto con el litoral crean un seudotridngulo con acceso por su
vértice exterior protegido por la escollera, permitiendo que su acceso sea seguro incluso en
condiciones meteoroldgicas adversas. En su lado suroeste, se encuentra la darsena deportiva,
gestionada por el Club Nautico, que cuenta asimismo con buenas instalaciones. Por otro lado, el
puerto comercial dispone de un jet-foil a Ibiza. El calado de su lado Norte es escaso, pero dispone
de balizamiento interior (Tablas 10 y 11). Es posible fondear fuera de los lugares transitados
(Conselleria de Politica Territorial, Obras Publicas y Movilidad, 2019).

Tabla 10. Datos generales sobre el puerto de Denia (Conselleria de Politica Territorial, Obras Publicas y Movilidad,
2019)

Caracteristicas generales

Tierra(m2) 295.288

o Agua abrigada(m?2) 600.067
Superficies

Calado en la bocana (m) 7,0

Caracteristicas por zonas

Zona pesquera
Muelles (ml) 332
Calado (m) 4,5-4,0

Zona comercial
Muelles (ml) 230,0
Calado 6,0-6,5

Amarres deportivos de gestion directa

Numero (Ud) 501
Eslora maxima (m) 8
Calado (m) 2,0-3,0

Amarres deportivos en concesion (CN)

Ndmero (Ud) 586
Eslora maxima (m) 25
Calado (m) 2,0-4,5



Tabla 11. Informacion sobre los servicios del puerto de Denia (Conselleria de Politica Territorial, Obras Publicas y
Movilidad, 2019).

Servicios a la embarcacion

Gruda (Tn) Si(12)
Portico (Tn) Si(75)
Gasolina No

Combustible Gasoil (A/B) Si(A-B)

llustracion 5. Foto satelital del puerto de Denia (Google Maps, 2021)

Toxicidad de los sedimentos portuarios

En primer lugar, cabe aclarar que la existencia de sedimentos contaminados; bien en zonas de
agua continental o bien en aguas marinas, es una evidencia en todo el mundo desde mediados
del siglo XX (Landaeta, 1995)

De forma general la toxicidad del sedimento puede provenir tanto de cualquier tipo de industria,
de zonas agricolas que utilicen pesticidas o del vertido de los emisarios submarinos (Gonzalez
Lozano, 2007). Sin embargo, teniendo en cuenta la ubicacion del sedimento que se va a analizar,
los contaminantes provendran de otras fuentes, como el depdsito de los contaminantes que
porta la fauna local en su organismo y que al morir el individuo se depositan en el lecho marino,
las embarcaciones y su mantenimiento, y el resto de las actividades que se ejecuten en el puerto.
“Se identifica como contaminantes criticos para estos puertos, altos contenidos de: materia
orgdnica (MOT), metales trazas e hidrocarburos aromadticos policiclicos (HAPs), los que en



términos de su concentracion llegan a ser téxicos.” (Rudolph et al., 2009). Hay que tener en
cuenta que a pesar que segun la adaptacion de la Directiva 76/769/CEE al progreso técnico se
haya prohibido el uso de pinturas antiincrustantes con presencia de TBT en buques con una
longitud inferior a los 25 metros, la toxicidad ya generada y acumulada por este elemento no
desaparece, si no que permanecerd hasta que nuevas capas de sedimento aislen a la flora y
fauna del sedimento contaminado, el cual es un proceso lento (Organizacion Maritima
Internacional, 1999)

Posibles causas

Habria que tener en cuenta antes de los siguientes puntos que en el trabajo se analizara la
toxicidad general del sedimento, sin discernir en si la toxicidad ha sido provocada por un
elemento u otro. Por tanto, a pesar de que el aporte mas grande de contaminacién sera el
primordial en el momento de tomar medidas, se deben tener todas las posibles causas de
contaminacidon en cuenta ya que sumaran toxicidad al sedimento. En segundo lugar, cabe
destacar que no se profundizara en causas que no sean posibles en el dmbito de estudio.

Origen natural

Entre los diferentes procesos que ocurren en la Tierra de forma natural no todos tienen
consecuencias inocuas para su entorno. Con relacién a la emision de metales pesados el lavado
de los suelos, las condiciones atmosféricas que afectan a las rocas y las erupciones volcanicas
tienen un gran papel.

Por otro lado, existen procesos metabdlicos que también puede estar relacionados con el aporte
de metales pesados, como es el caso del fitoplancton que libera cadmio particulado como
observaron (Ramos & Luciano, 1998). Debido a grandes cantidades de vida animal y vegetal y a
sus procesos, tales como la alimentacién y la muerte pueden elevarse las concentraciones de
materia orgdnica particulada y disuelta.

Origen artificial

Segun la | Conferencia Hemisférica sobre la proteccién ambiental portuaria celebrada en
Panama en 2007, las causas principales por las que pueden existir derrames de hidrocarburos y
materiales peligrosos en los puertos; siendo estos dos unos de los principales a tener en cuenta,
estos derrames se pueden deber a tareas operativas, a accidentes y a descargas ilegales.

En el primero de los casos, se entiende por tareas operativas la carga y descarga de las
embarcaciones, el bunkering; o repostaje en alta mar y trasiegos. Sobre las causas accidentales,
principalmente se deben a el error humano o al comportamiento inesperado de algin equipo o
de alguna sustancia, entre ellos estdn las colisiones, las varaduras, las fallas estructurales, las
explosiones e incendios, rotura o fisura en los ductos, colapso o dafios en tanques cisterna y
dafios o pérdidas de contenedores. Por Ultimo, las descargas, que como su propio nombre indica
son vertidos intencionados no regulado por la legislacidn, y realizado evitando su existencia
(Vila, 2007).

Por otro lado, las emisiones incontroladas de la industria, como el uso de productos quimicos
como pesticidas, una vez que se transportan desde las areas agricolas a través del agua, estos
productos quimicos eventualmente se depositardn en los sedimentos o descargas
"controladas", como las emisiones de los emisarios submarinos que descargan principalmente



aguas residuales domésticas, aunque en zonas donde no hay separacién de tratamiento y
"conduccion", las aguas residuales industriales se mezclan con las aguas residuales domésticas,
aumentando la carga contaminante y los niveles de toxicidad (Cuello et al., 2019). La mayoria
de los metales utilizados en las actividades industriales se encuentran en las zonas costeras,
especialmente cerca de refinerias de petréleo, plantas de fertilizantes, empresas mineras y
metaldrgicas y, por supuesto, cerca de ciudades pobladas. Las emisiones domésticas no tratadas
producen grandes cantidades de lodos ricos en metales como plomo, zinc, cadmio y cromo, que
se vierten a los rios o directamente al mar. Mediante el uso de fertilizantes y plaguicidas en areas
agricolas y la eliminacién de fundiciones y plantas de cromado, también se han introducido
metales en el medio marino y costero.

Los bactericidas se utilizan actualmente en revestimientos antifouling (antiincustrante) en
barcos para evitar que varios organismos marinos unicelulares y multicelulares se unan a la
superficie de estas embarcaciones. El principal componente bactericida en la mayoria de los
recubrimientos antiincrustantes actualmente en uso es el cobre (Cu) y, a veces, compuestos de
zinc (Zn) o potenciadores organicos, asi como una combinaciéon de diferentes bactericidas
(Gonzalez Lozano et al., 2006).

Estos recubrimientos se disuelven en agua de mar y liberan sus ingredientes activos al medio
ambiente circundante, los cuales son téxicos para la vida marina y perjudican la funcién de
diferentes vias que son criticas para su fotosintesis, reproduccién y crecimiento. Esto indica que
la contaminacidn de cobre en sitios de gran presencia de embarcaciones como pueden ser los
puertos, o turismo nautico, puede causar un incremento de hasta mil veces la concentracién
ambiental de este metal en el medio (Gonzélez Lozano et al., 2006).

Si comparamos el nivel de toxicidad del TBT con el del cobre, este ultimo es mucho menos
dafiino, por lo que es una mejor opcién. Sin embargo, sigue siendo téxico para los organismos
marinos, inhibiendo la fotosintesis y las enzimas del ciclo de Krebs, ademads de generar estrés
oxidativo, mutaciones y deterioro de la capacidad reproductiva (Gonzalez Lozano et al., 2006).

El cobre esta relacionado con particulas finas y materia organica, y su alta concentracion
proviene principalmente, como comentamos con anterioridad, de los recubrimientos
antifouling, aunque esta no es la Unica fuente, pues la descarga de aguas residuales municipales
y el tratamiento de hidrocarburos son también un factor a tener en cuenta (Gonzélez Lozano et
al., 2006).

Las principales fuentes de zinc en los sistemas acuaticos incluyen las aguas residuales, la mineria
y las actividades de fundicion y refinacion, la quema de madera, la incineracion de basura y otras
aguas residuales atmosféricas. En términos generales, Cu, Pby Zn son buenos indicadores de las
actividades humanas y pueden ingresar al océano a través de las aguas residuales domésticas e
industriales por los rios o emanaciones a la atmdsfera, pero a continuacidén son depositados y
acumulados en el sedimento (Gonzalez Lozano et al., 2006).

Posibles efectos
Sobre la flora

El efecto sobre la vegetacion en los puertos es devastador, la poblacion de flora marina
disminuye drasticamente desapareciendo en la mayoria de estos puertos con fondo de
sedimentos. Ya sea por el movimiento de los barcos, por la construccion del puerto o por los



contaminantes en él. En caso de que aun haya vegetacion en el lecho del puerto estd puede ser
afectada por distintas enfermedades limitando su crecimiento, como disminuir el crecimiento
de la radicula, provocando una dilatacién temporal en el proceso de germinacién de las semillas
(Ratto et al., 2010). También puede afectar a la fotosintesis de las plantas (Ibarcena, 2011).

Sobre la fauna

La fauna en desarrollo esta afectada de mayor forma por los metales pesados, ocasionando un
subdesarrollo o la muerte. El cimulo de estos contaminantes pueden generar modificaciones
genéticas que pueden pasarse a las generaciones venideras ocasionando peligro a la
supervivencia de la especie (lbarcena, 2011).

Uno de los efectos mds llamativos sobre especies de caracoles es el imposex provocado por el
TBT, en el que las hembras desarrollan caracteristicas sexuales de los machos debido al efeto
del compuesto en su sistema endocrino, provocando la disminucidon o desapariciéon en sus
poblaciones.

En conclusién, cabe aclarar que no solo afectan de distintas maneras a cada individuo, llevando
a estos a su desaparicién o disminucion de la especie en la zona, si no que en muchos casos los
téxicos circulan por la cadena tréfica; desde la base a la punta, intoxicando a todos los seres
Vivos.

Especie empleada
Taxonomia

El erizo de mar Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) pertenece al reino Animalia, dentro del
filo Echinodermata, perteneciendo a la clase Echinoidea, del superorden Echinacea,
perteneciente al orden de los Camarodonta, de la familia de los Parachinidae, del género
Paracentrotus, siendo la especie P. lividus (Herrero Barrencua, 2008).

Habitat

Principalmente esta especie de erizo de mar se puede encontrar en zonas del Mediterraneo y
del Atlantico nororiental; concretamente desde Irlanda y Escocia hasta Marruecos e islas como
las macaronésicas de Azores, Madeira y las islas Canarias. Generalmente sin ser estar especie
una excepcion, los erizos habitan aguas someras, partiendo de un nivel de bajamar que puede
alcanzar los 20 metros, suele preferir un sustrato duro en el que ocupa recovecos y cavidades
en la roca, como areas mas planas. Aprovecha la vegetacién de la zona y que esta se quede
atravesada por sus puas para mejorar su camuflaje ante depredadores comportamiento
denomido “covering”. El Paracentrotus lividus es parte de la comunidad de animales bentdnicos
del mar, resaltando su papel como especie herbivora clave controlando las masas de vegetacion
marina. Su habitat no solo estd definido por su preferencia a la zona intermareal inferior o
superior ocupando grietas y charcos, sino también a la presencia de otras especies de erizos y la
competencia entre estas (Herrero Barrencua, 2008).



Método reproductivo

“El Paracentrotus lividus es una especie gonocdrica sin dimorfismo sexual externo, aunque se
conozcan casos excepcionales de hermafroditismo. La fecundacion es externa y da lugar a una
larva equinopluteus planctéfaga que puede durar entre 23-29 dias.” Una vez que adquiere la
capacidad de contactar con el sustrato y poder sujetarse realiza esta accidn gracias a sus podios
primarios hasta que encuentra la ubicaciéon adecuada, pudiendo retrasar el momento de su
metamorfosis si fuese necesario.

Su ciclo reproductor se regula segun diferentes factores como el alimento, la temperaturay la
cantidad de luz, teniendo de uno a dos picos anuales de desarrollo gonadal (Herrero Barrencua,
2008).

Interés experimental
Las caracteristicas principales que decantaron su uso frente a otras especies fueron:

- Facilidad de muestreo ya que a pesar de que haya que entrar al mar por zonas
pedregosas y tener cuidado con sus puas, el animal no escapa de tu presencia.

- Facilidad de almacenaje vivo para tener una mayor flexibilidad en el tiempo para realizar
los ensayos.

- El proceso a seguir para la obtencién de las larvas no requeria material al que no se
tuviese alcance, y el proceso en si mismo no es complicado.

Antecedentes
Estudios anteriores

En la tesis doctoral de Segovia Martinez (2014) sobre los contaminantes organicos en el litoral
de la Comunidad Valenciana se obtuvieron datos de concentraciones de tdxicos por encima de
lo permitido segun la norma de calidad ambiental (NCA). También se muestran datos que los
organismos filtradores como los bivalvos debido a la bioacumulacién portan en ellos una mayor
concentracién de compuestos como el 4-nonilfenol o el octinefol que los sedimentos.

Por otro lado, llama la atencion que los datos mas elevados y notorios en sedimentos se
produzcan en la mayoria de los casos en el puerto de Sagunto y en la zona de transicién entre el
puerto de Gandia y el cabo de San Antonio, como se puede ver sobre todo en el afio 2012 en las
concentraciones de elementos como el antraceno, el benzo(a)pireno, el benzo(a)fluoranteno y
otros componentes similares. Por Ultimo, cabe destacar la presencia de concentraciones de
cloroalcanos en el puerto de Gandia, de dietilhexiltalato y de TBT (Segovia Martinez, 2014).



2. OBIJETIVOS

e Analizar si existe toxicidad en los sedimentos de diferentes puertos de la costa
mediterranea.

e Siexiste toxicidad, analizar en qué grado afectaria a las larvas su presencia.

e Determinar la causa de la posible toxicidad y si tiene relacion con las caracteristicas de
los puertos.



3. METODOS Y MATERIAL

Protocolo seleccionado

El protocolo seleccionado para replicar en nuestro caso particular es el “Protocolo del test de
toxicidad de sedimentos marinos con larvas del erizo de mar Paracentrotus lividus”. Se opté por
este método frente a otros tipos de bioensayo sobre todo por la facilidad de trabajar con la
especie, por los rapidos resultados que ofrecia, ya que apenas se demora 2 dias para poder leer
los resultados y por la seguridad que ofrece el sistema experimental para saber si el bioensayo
se ha ejecutado correctamente o no.

El protocolo se ha seguido practicamente al pie de la letra, Unicamente variando el método de
agitacion en la elaboracién del elutriado, y el volumen de los botes de los bioensayos, utilizando
botes de cristal con tapdn de 25mL de volumen.

Preparaciones previas

Previo al inicio de la obtencién de todos los elementos que conformaran el estudio se realizara
una disolucion de 250mL de cloruro potasico (KCl) con una concentracién de 0,5M. Esta
disolucién debera guardarse en la nevera a 4°C.

Tras guardar la disolucién que se utilizard para que los erizos expulsen el material se separaran
los siguientes objetos para extraer y transportar el sedimento, los erizos y el agua de mar y las
rocas del mar con algas o microalgas, para ello ha sido elegido respectivamente, una draga, una
cuerda de al menos 10m y un capazo para la extraccion del sedimento, un cuchillo o una
espatula de madera, una malla porosa pldstica y un recipiente contenedor plastico de 25L para
la recoleccion y transporte de los erizos y por ultimo, otro recipiente contendor plastico de 25L
para transportar agua de mar y rocas que tengan algas o microalgas.

En el laboratorio se dejara preparado el espacio que ocupara la pecera destinada a albergar a
los erizos hasta su uso, con el filtro y el aireador.

Muestreo de sedimento

Para llevar a cabo el muestreo en los puntos de la tabla 1, serd necesaria la draga, una cuerda
de al menos 10 metros y un capazo o algun recipiente para almacenar y transportar el
sedimento. Una vez ubicados en el punto de muestreo y a pesar de que ya se habia limpiado el
material en el laboratorio, se procede a enjuagar tanto la draga como el capazo con el agua de
la zona. Tras ello utilizando la draga se extrae el sedimento que se deposita en el capazo, es
importante que al menos se obtengan 100g de sedimento, ya que sera la cantidad necesaria
para obtener el elutriado. Una vez obtenido se recomienda su transporte lo mas rapido posible
a una camara frigorifica en la que permanecera a 42C en el bote de la ilustracion 6 hasta su uso,
gue también debera ser lo antes posible, por eso mimo como se puede ver en la tabla 12 no se
realizaron todos los muestreos al mismo tiempo, sino una vez que el bioensayo con el sedimento
guardado se finalice.



Tabla 12. Fecha del muestreo de los sedimentos.

Muestra Fecha de muestreo
Puerto de Gandia 16/03/2021
Puerto recreativo de Gandia 19/03/2021
Puerto del Perelld 19/04/2021
Puerto de Oliva 23/04/2021
Puerto de Denia 1/05/2021
Zona control 12/03/2021
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llustracion 6. Bote de almacenaje del sedimento tras ser muestreado (Fuente propia).

Muestreo de erizos

Para muestrear los erizos se visitaron dos ubicaciones distintas, una de ellas fue Cala blanca
(Javea) y la segunda Punta Negra (Denia). Aproximadamente se recogieron en cada muestreo
entre 10 y 15 erizos para asegurar al menos un macho y una hembra con buen material
reproductivo. Para recogerlos se ird vestido adecuadamente para meterse en el mar, y con la
ayuda de un cuchillo, guantes o una espatula de madera se hard palanca para separar al erizo
de la roca; cudnto mas rapido se haga el movimiento mas facil sera extraerlo ya que no le dard
tiempo a sujetarse mas fuerte. Los erizos muestreados se almacenan en un bidén de 25L con la
misma agua de su bioma y una vez recolectados junto a otro bidén de agua para filtrar o para la
peceray alguna roca para que se alimenten de las microalgas que portan, se transportaran con
la mayor brevedad y cuidado hasta la pecera del laboratorio para ser utilizados con la mayor
brevedad posible.



Preparacion de la muestra a analizar: Elutriado

El primer paso es pesar 100g del sedimento muestreado y depositarlo en un bote aclarado con
agua de mar filtrada (el filtro utilizado ha sido de 0,25um) de 500mL. Tras esto, completar el
volumen del bote con agua de mar filtrada. En segundo lugar, se optd por la agitacién manual
del bote durante media hora, aunque si se dispone de un rotador puede utilizarse durante el
mismo tiempo a 60 revoluciones. A continuacidn, se deja decantar el sedimento “durante 12h a
20°C en total oscuridad”.

Una vez decantado, se extraera con la ayuda de una jeringuilla y tubos de goma finos el liquido
qgue queda por encima del sedimento decantado sin llegar a tocar este sedimento para que no
se resuspenda (los primeros milimetros de elutriado se tiran para limpiar las gomas),
depositandolo en otro bote de plastico de 500mL. Por ultimo, se cierra el bote nombrado y se
guarda a oscuras y a 42C hasta su uso.

Cuando se desee realizar el bioensayo se trasvasaran directamente la cantidad calculada de
elutriado segun la concentracidn que se desee, tal y como se ejemplifica en la tabla 13.

Tabla 13. Volumenes de elutriado y agua de mar correspondientes para cada concentracion de muestra.

Concentracion de elutriado | Volumen de elutriado | Volumen de agua de mar
(%) 0.25pum (mL) filtrada (mL)

13 3.25 21.75

25 6.25 18.75

50 12.5 12.5

100 25 0

Para cada punto (o muestra) se preparan 5 réplicas y para el control (solamente agua de mar
filtrada) se hacen 10 réplicas de 25mL (Garmendia et al., 2009).

Obtencion de gametos

Para su obtencién en primer lugar se debera proceder con la inyeccidn de al menos 1mL de KCl
0,5M atravesando su parte blanda (peristoma). Durante la espera se realizaran unos pequefios
y suaves giros para ayudar a que la inyeccion se reparta por el interior del erizo, hasta que en un
par de minutos comiencen a expulsar el liquido de su interior, blanco en caso de los machos y
anaranjado en caso de las hembras. Si esto no sucediese habria que proceder a abrir al erizo por
la mitad paralela al suelo, estando el erizo apoyado en su boca. Esta particion debera realizarse
con el cuidado de no pincharse alguna de sus puas, se recomienda el uso de un pafio y de un
cuchillo debidamente limpio.

En caso de abrirlo no se deberan estrujar ni obtener el material reproductivo de su interior, se
debera extraer aquel material que salga de la génada mediante una pipeta pasteur.

Una vez obtenidos los espermatozoides o los oocitos se deberd observar rapidamente su
calidad, en el caso de los espermatozoides estos deberan presentar una alta movilidad cuando
los observes en el microscopio, mientras que los oocitos deberdn presentar una doble



membrana, ser esféricos y con un tamafo de al menos 100um como se puede ver en la
ilustracion 7 (Garmendia et al., 2009).

Fecundacion

El siguiente paso tras obtener gametos masculinos y femeninos es introducir en una probeta de
100mL de agua de mar filtrada a los oocitos hasta que se vea una gran cantidad de ellos en el
agua a trasluz, sin que esta cambie de color en exceso. Tras 5 minutos se introducirdn una o gota
de esperma y se agitara suavemente durante 5-10 minutos teniendo la boca de la probeta
bloqueada con Parafilm.
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llustracion 7. Ovocitos sin fecundar (a) y ovocitos fecundados (Garmendia, 2009). (b) donde se puede
observar la membrana de fertilizacion. Los ovocitos suelen presentar un didmetro cercano a 100um
(Fuente propia)

Densidad y éxito de fecundacion

A continuacion, se calculara la densidad de ovocitos en la muestra y su grado de fecundacioén,
para ello se requerird del microscopio y de un porta cuadriculado para realizar el conteo. El
proceso para calcular la densidad se repetird 4 veces, siendo de 20uL la cantidad que se
introduce en el porta. A pesar de ello, no todo el volumen acaba dentro de la cuadricula, es por
eso que para el calculo de la densidad solo se tiene en cuenta el volumen que acaba en el interior
de la cuadricula (la altura es de 0,1mm y hay 9 celdas de 1mm? cada una). La densidad que se
quiere alcanzar en los botes de cristal de 25mL es de 25 huevos/mL, por lo que se espera también
que hayan unas 500 larvas. No sera un problema pasarse levemente de esta cantidad para
facilitar el conteo mas adelante, pero sin llegar a excederte, ya que un excesivo numero de larvas
provocara que estas no se desarrollen por falta de recursos. Tras obtener los 4 resultados de
volumenes te quedaras con los dos valores medios y serad la media de estos dos la medida de
volumen resultado. “Todo este paso ha de llevarse a cabo con cierta celeridad y no debe durar
mas de 30 minutos” (Garmendia et al., 2009).

Test de toxicidad con muestras
Exposicion e Incubacion

Después de haber calculado el volumen de ovocitos gracias al porta con cuadricula se pipeteard
alos botes de cristal; 10 para los blancos y 5 réplicas para cada concentracion. Para su incubacion
deberan permanecer a total oscuridad durante 48 horas a 202C (Garmendia et al., 2009).



Embriogénesis

Tras las 48 horas, se termina el tiempo de desarrollo de los vasos de la cdmara a los cuales se les
afaden un par de gotas de formol al 40%, de esta manera las larvas dejaran de crecer. Se debera
tener cuidado, ya que si se tarda en exceso en realizar el conteo de larvas el formol puede llegar
a deformar a las mismas.

Utilizando un microscopio invertido se observa cada vaso y se procede a calcular el éxito de la
embriogénesis. Para ello se tienen en cuenta el nimero de larvas pluteus normales entre las 100
primeras vistas. Considerdndose larva pluteos aquellas en las que se puedan distinguir
adecuadamente los 4 brazos como se ve en los Ultimos dos estados de la ilustracion 9.

Por otro lado, utilizando la regla del microscopio se mediran 25 de esas 100 larvas pluteos de
cada una de las réplicas. Las medidas pueden llevar a la confusiéon por la posicion de la larva en
cada situacién, por lo que se seguird el mismo patrén de medida, el elegido ha sido medir el
lateral de la larva en todas las situaciones (Garmendia et al., 2009).

Toxico de referencia

El téxico de referencia utilizado servira para comparar la toxicidad de los sedimentos con la suya.
El elegido ha sido el cloruro de cadmio (CdCl,), y el procedimiento seguido sera exactamente el
mismo, con la diferencia de que este sera preparado a diferentes concentraciones (1, 2, 4, 8 y
16 mg/L) (Garmendia et al., 2009).

Longitud larvaria

A continuacién, utilizando una lente del microscopio con regla integrada se procedera a medir
la longitud de las larvas desarrolladas. Tras tomar los datos y dependiendo de la lente que
utilices se deberd transformar los datos a su longitud real. La medida de la longitud se tomara
de 25 larvas, y se debera seleccionar una metodologia para medir de la misma forma todas las
larvas, en nuestro caso se decidié medir colocando la regla paralela al relieve de la larva como
se puede ver en la ilustracion 8. Se consideraran larvas desarrolladas a partir de la 4 etapa tal y
como se muestra en la ilustracién 9.
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llustracion 8. Larvas pluteos vistas en el microscopio y donde se ubicaba la regla en su medicion (Fuente propia).

llustracion 9. Fases del estado de la larva en su desarrollo, siendo de izquierda a derecha la evolucion (Garmendia et
al., 2009).

Resultados finales

El primer factor que analizar para dar por validos los datos es comprobar que la mortalidad

larvaria en los blancos no supere el 10%. Para este cdlculo de la mortalidad se debe restar a los

100 individuos contados el numero de larvas desarrolladas, quedando las no desarrolladas.
Larvas contadas — Larvas desarrolladas

Mortalidad (%) = Larvas contadas * 100




Esta informacion se tomara ademas de todas las muestras incubadas.

A continuacion, se calculardn las concentraciones letales 5, 10 y 50. En primer lugar, y con los
datos de mortalidad de la embriogénesis se corregirdn con la correccién de Abbott, el cual sera
el paso previo para poder realizar un analisis Probit con el software Statgraphics.

El primer paso de la correccidn es calcular el promedio de la mortalidad en las 10 réplicas del
blanco, tras ellos y mediante la siguiente formula se podrd obtener las nuevas mortalidades
corregidas.

P —Pc

P =T00=pc"

100
Siendo:
P’: Porcentaje de mortalidad corregido (% de embriones).

P: Porcentaje de mortalidad sin corregir.

Pc: Porcentaje de mortalidad en el blanco (promedio)

A continuacién, sabiendo el nimero de individuos analizados, la concentracion y la mortalidad
corregida se puede ejecutar el andlisis Probit en Statgraphics.

Por ultimo, se analizardn los cambios en la longitud de las larvas, para ello en primer lugar,
trabajando con las medias de las medidas de cada réplica y se corregirdn respecto la disminucién
que han sufrido en referencia a la media de las 10 réplicas del blanco siguiendo la siguiente
formula.

Longitud medida

Disminucién (%) =
isminucion (%) Longitud media de los blancos i

Estos datos se analizaran mediante el test que proporciona Statgraphics “ANOVA” para
comprobar que hay diferencia significativa entre las varianzas, y que la distribucidn de los datos
tiene normalidad estadistica. Par la diferencia significativa entre las varianzas se comprobara
que el Valor-P en este campo sea >0,05, y para la normalidad se comprobard que el sesgo
estandarizado y la curtosis estandarizada se encuentren en el rango de -2 y 2. En caso de no
cumplirse alguno de estos requisitos se recurrira al test no paramétrico de Kruskal-Wallis para
mediante el grafico de caja y bigotes ver si hay una diferencia significativa entre los datos segun
su concentracion.

El paso que procede es el calculo de las concentraciones efectivas 5, 10 y 50. Esta medida nos
proporcionara la concentracion a la que se produce una disminucién significativa del 5%, 10% y
50% del tamafio medio de los blancos. Para ello se crea un grafico que contenga el pardametro
de “Disminucién respecto a la media de los blancos” y la concentracién. De este grafico se
obtiene la ecuacidn de la recta lineal con la que sustituyendo el primer parametro mencionado
por 95, 90 y 50 se puede obtener el valor de la concentracién a la que se obtiene la CEs, CExo y
CEso respectivamente.

Por ultimo, para calcular el LOEC y el NOEC experimentales nos fijaremos en caso de que el
analisis fuese paramétrico en las pruebas de multiples rangos o en el grafico de caja de bigotes



para los no paramétricos, esta informacion se obtiene de ejecutar la herramienta “ANOVA
simple” en el Statgraphics.

LOEC: “Concentracién experimental mdas baja en la que la respuesta es significativamente
diferente de la del control” (Fernandez, 2002).

NOEC: “Concentracidon experimental mas alta que no redujo significativamente la longitud
media de las larvas” (Fernandez, 2002).



4. RESULTADOS

Fecundacion

En las tablas 14 y 15 se muestran los éxitos de fecundacién de los bioensayos en cada una de
sus 4 réplicas. Esta informacidn se obtiene a partir de la divisidon de las células fecundadas entre
las totales multiplicado por 100.

Tabla 14. Exito de la fecundacidn de las muestras de sedimento.

Zona Puerto P. recreativo Puerto Puerto Puerto
Control (%) Gandia (%) Gandia (%) Perelld (%) Oliva (%) Denia (%)
Réplica 1 94,4 94,4 94,4 97,8 96,3 97,2
Réplica 2 93,8 93,8 92,7 90,2 93,8 93,3
Réplica 3 94,4 90,7 97,2 94,4 92,6 92,6
Réplica 4 93,5 92,4 93,5 91,3 90,7 92,2

Tabla 15. Porcentaje de 6culos fecundados con éxito y volumen necesario para cada réplica del bioensayo del toxico
de referencia.

Exito de fecundacién % Volumen (ul)
Réplica 1 96,3 195,7
Réplica 2 91,3 187,5
Réplica 3 90,7 214,3
Réplica 4 94,4 236,8

La cantidad de oocitos liberados por los erizos dependen de cada individuo, por lo que, a la hora
de realizar la fecundacidn, se debera asegurar que al menos 500 de los ovocitos (oocitos
fecundados) son introducidos en los botes. Las cantidades reflejada en la tabla 16 se obtendran
del célculo de la densidad de ovocitos en cada cuadricula teniendo en cuenta sus dimensiones y
la cantidad de ovocitos introducidos en los botes.

Tabla 16. Volumen de la probeta que contiene 500 larvas para el bioensayo.

Zona Puerto P. recreativo Puerto Puerto Puerto

CO(ZT;OI G?;I(;ia Gandia (ul) Perello (ul)  Oliva (ul)  Denia (ul)
Réplica 1 264,71 250,00 250,00 204,55 204,55 225,00
Réplica2 | 264,71 281,25 281,25 204,55 204,55 236,84
Réplica 3 264,71 281,25 281,25 225,00 225,00 264,71
Réplica 4 214,29 180,00 180,00 204,55 204,55 187,50

Volumen 264,71 265,63 265,63 204,55 204,55 230,92




Embriogénesis

Las tablas 17 y 18 se muestra la media del grado de mortalidad en funcién de la muestray de la
concentracién de elutriado, tras 48 horas. Los datos completos se encuentran en el Anexo |.

Tabla 17. Media de la mortalidad de todos los bioensayos de sedimento en funcion de la concentracion de

elutriado.
. Zona .
Elutriado Control Puerto P. recreativo Puerto Puerto Puerto
(%) (%) Gandia (%) Gandia (%) Perell6 (%) Oliva (%) Denia (%)
0

13 4,2 6,2 9 13,4 4,4 4,8

25 4,2 9,4 6,8 7,8 6,8 7,8

50 4,6 10 9 18,8 9,8 7,6
100 5 7,8 10 16,2 11,6 10,8

Tabla 18. Media de los resultados de la embriogénesis y su correccion respecto al blanco del toxico de referencia.

Concentracién (mg/L) Mortalidad (%) Mortalidad corregida (%)
1 7 5
2 9,8 7,8
4 11,6 9,6
8 26 24,8
16 93,8 93,8

Por ultimo, respecto a la embriogénesis en la ilustracion 10 se pueden ver las diferencias
significativas entre las mortalidades al 100% de concentracion de elutriado de la tabla 17 gracias
a ejecutar “ANOVA simple” en Statgraphics.

Pruebas de Miltiple Rangos para Mortalidad por Puerto

Método: 95,0 porcentaje LSD

Puerto Casos Media Grupos Homogeneos
Control 5 5.0 X

Gandia 5 L] K

Recreativo Gandia 5 10,0 K

Denia 5 10,8 AN

Oliva 5 11,6 Ao

Perello 5 16,2 X

llustracion 10. Comparacion de la varianza de mortalidad entre las muestras de la tabla 17 en el
100% de concentracion de elutriado mediante la herramienta “ANOVA simple”.



CL5, CL10, CL50 de embriogénesis para el toxico de referencia.

El analisis Probit que realizamos mediante Statgraphics, como se ve en la tabla 19, determiné

las concentraciones letales 5, 10 y 50 con un intervalo de confianza el 95% para el Cd.

Tabla 19. Resultados del andlisis Probit de la embriogénesis del toxico de referencia en Statgraphics.

Concentracién (mg/L) CL Inferior 95,0% CL Superior 95,0%
CL5 1,971 1,4756 2,422
CL10 3,722 3,309 4,106
CL50 9,900 9,545 10,277

Longitud larvaria

En las tablas 20 y 21 se muestran la media de los 25 datos de las medidas de longitud de las
larvas tras las 48 horas de incubacién, en funcién del tipo de muestra y de la concentracion
utilizada. Los datos completos se encuentran en el Anexo |.

Tabla 20. Media de la longitud (um) de las larvas de los bioensayos con elutriados tras 48 horas de incubacion.

Elutriado Zona Puerto P. recreativo Puerto Puerto Puerto
(%) Control Gandia Gandia Perellé Oliva Denia
13 463,68 405,36 415,12 324,32 327,44 403,52
25 435,12 381,28 383,76 316,56 317,12 382,72
50 396,24 367,36 361,92 287,44 286,24 369,6
100 391,52 338,4 346,8 259,68 258,88 339,76

Tabla 21. Media de la longitud media de las larvas del toxico de referencia.

Cd (mg/L) Longitud media (um)
1 394,88
2 383,68
4 344,4
8 265,68
16 /

Para poder analizar los datos en referencia a sus condiciones iniciales, se ha calculado las medias
de la longitud de las larvas respecto al tamafio medio de los blancos en la tabla 22. Los datos
completos se encuentran en el Anexo I.

Tabla 22. Media de las variaciones de la longitud de las larvas respecto a la media del blanco.

Elutriado Zona Puerto P. recreativo Puerto Perells  Puerto Oliva Puerto
(%) Control Gandia Gandia Denia

0 100,01 99,99 99,99 100 100,01 99,98

13 102,54 97,76 100,12 91,3 90,7 98,96
25 96,22 91,96 92,58 89,1 87,86 93,84
50 87,62 88,62 87,28 80,9 79,3 90,62
100 86,58 81,62 83,62 73,1 71,7 83,3




Y en las ilustraciones 11, 12, 13, 14, 15 Y 16 se muestran los graficos de la tabla 22 de manera
individual para cada muestra y para el téxico de referencia (ilustracion 17).

Longitud respecto al blanco (%)

Zona Control y =-0,1587x + 100,47
R?=0,7412

40

20

0 20 40 60 80 100
Concentracién de elutriado (%)

llustracion 11. Evolucion de la longitud de las larvas en la zona control segun la concentracion de elutriado.

Longitud respecto al blanco (%)

y =-0,1868x + 99,178

Puerto de Gandia RZ = 0,7967

0 20 40 60 80 100

Concentracioén de elutriado (%)

llustracion 12. Evolucion de la longitud de las larvas en el Puerto de Gandia segun la concentracion de elutriado.

Longitud respecto al blanco (%)

Puerto recreativo de Gandia y =-0,1777x+ 99,502
120 R?=0,8047

.........................

0 20 40 60 80 100

Concentracion de elutriado (%)



Longitud respecto al blanco (%)

Puerto del Perello y =-0,2668x + 97,424
R?=0,882

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Concentracion de elutriado (%)

lustracion 14. Evolucion de la longitud de las larvas en el Puerto del Perell6 segtin la concentracion de elutriado.

Longitud respecto al blanco (%)

n = v,ovys

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Concentracién de elutriado (%)

llustracion 15. Evolucion de la longitud de las larvas en el Puerto de Oliva segun la concentracion de elutriado.

Longitud respecto al blanco (%)

Puerto de Denia y =-0,1706x + 99,797
R?=0,9305
120
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o | 9
60
40
20
0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Concentracion de elutriado (%)

llustracion 16. Evolucion de la longitud de las larvas en el Puerto de Denia segun la concentracion de elutriado.



Toxico de referencia y =-4,3646x + 100,99
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llustracion 17. Longitud (%) de los erizos respecto al blanco en distintas concentraciones del toxico de referencia.

CEs, CE1o, CEso

A partir de las ecuaciones obtenidas para cada muestra (ilustraciones 10-16) se han calculado
las concentraciones que provocarian disminuciones del 5%, 10% y 50% del tamafio de las larvas
teniendo como referencia la media del blanco (tabla 23).

Tabla 23. Datos de las concentraciones efectivas 5, 10 y 50 de los bioensayos de elutriado.

CE 5 (%) CE 10 (%) CE 50 (%)

Zona Control 34 66 318*
P. Gandia 22 49 263*
P. R. Gandia 25 53 279*
P. Perelld 10 29 179*
P. Oliva 7 25 167*
P. Denia 28 57 292*
*Valores fuera del rango légico

Los valores de concentraciones efectivas del 5%, 10% y 50% del téxico de referencia se pueden
ver en la tabla 24.



Tabla 24. Concentraciones efectivas del cadmio sobre las larvas.

Cd (mg/I)
CES5 1,372
CE 10 2,518
CE 50 11,683 *
*Valores fuera del rango légico

NOEC y LOEC

Para calcular la dosis minima que produce una diferencia significativa en el tamafio de las larvas
respecto al blanco (LOEC), y la maxima que significativamente no tiene efecto sobre el tamafio
de las larvas respecto al blanco (NOEC), se analizaran la medida de los blancos con el resto de
las concentraciones de la tabla 22.

La primera opcién para validar los datos es mediante el anadlisis paramétrico que nos
proporciona Statgraphics mediante la herramienta “ANOVA simple”, utilizando el tamafio en el
formato porcentaje corregido con la media del blanco. Al ejecutar el programa se responde si
hay una diferencia significativa entre los resultados al analizar el P-valor, y por otro lado si la
distribucidn de los datos es normal, y si los datos presentan homocedasticidad. Estd informacién
estd resumida en la tabla 25.

Tabla 25. Resumen del andlisis “ANOVA simple” en los bioensayos con elutriado.

Diferencia significativa Distribucion Normal Homocedasticidad
Zona Control Si Si Si
P. Gandia Si Si Si
P. R. Gandia Si Si Si
P. Perelld Si Si Si
P. Oliva Si No No
P. Denia Si Si Si

Debido a que el puerto de Oliva no cumplié con los requisitos para ser analizado mediante un
analisis paramétrico se utilizara el gréfico de Caja y Bigotes de la ilustracidn 18 obtenido del test
de Kruskal-Wallis en el Statgraphics.
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llustracion 18. Grdfico Caja y Bigotes del Puerto de oliva que analiza si existen diferencias significativas en el tamafio
de las larvas entre los rangos de concentraciones.

Por ultimo, respecto al analisis de los bioensayos con elutriado, se puede observar en la tabla 26
las concentraciones experimentales a las que se manifiesta el NOEC y LOEC.

Tabla 26. Concentraciones a las que se encuentra el NOEC y el LOEC en los distintos bioensayos con elutriado.

NOEC (%) LOEC (%)
Zona Control 13 25
P. Gandia 13 25
P.R. Gandia 13 25
P. Perelld - 13
P. Oliva - 13
P. Denia 13 25

El analisis realizado en este caso fue el no paramétrico, ya que ni habia normalidad ni se verifico
la homocedasticidad, por lo que se estudio la concentracién NOEC y la LOEC segun el grafico de

caja y bigotes de la ilustracién 19.
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llustracion 19. Grdfico resultante del test no paramétrico de Kruskal-Wallis mediante el software Statgraphics.

Respecto a las concentraciones del NOEC y el LOEC del téxico de referencia se pueden observar
en la tabla 27.

Tabla 27. NOEC Y LOEC del toxico de referencia.

Concentracién (mg/L)

NOEC _
LOEC 1

DISCUSION
En primer lugar, gracias al célculo de la CLsp de la tabla 22, se puede comparar los resultados
experimentales con otros valores bibliograficos que utilizasen el mismo téxico de referencia.
Comprobando que el método de trabajo es el adecuado y puede comparase con otros
estudios. En este caso como se puede ver en (Garmendia et al., 2009) los valores de otros
bioensayos son de 9,240 mg/L de Fernandez y Beiras en el 2001, y del rango 8,456-9,135 mg/L
de Fernandez en el 2002.

Como se puede ver en la tabla 14 se obtuvo al menos un 90% de fecundacién en las larvas tras
los primeros minutos del proceso, por lo que se decidid continuar en todos los casos, aunque
cabe destacar que durante la experimentaciéon no siempre se consiguid, por lo que se debid
repetir el proceso. Respecto a la cantidad de volumen de material reproductivo a réplica de la
tabla 16 se puede ver como coinciden la del puerto de Gandia con el del puerto recreativo de
Gandia, y la del puerto del Perelld con la del puerto de Oliva, esto se debe a que estos bioensayos
se hicieron al mismo tiempo, con los mismos erizos, por lo que comparten tanto estos datos
como la informacién sobre los blancos.



En referencia a la mortalidad observada en los bioensayos con elutriado (los de los puertos y la
zona control) de la tabla 16 se puede ver como esta es baja. Sin llegar a afectar gravemente en
las poblaciones de las larvas. En un principio se habian realizado diluciones del elutriado al 13%,
25% y 50% esperando un efecto mayor sobre las larvas. Al no ocurrir se comentaran los
resultados de la muestra sin diluir.

Por un lado, la muestra control presenta una mortalidad muy baja; la mas baja en concreto, por
lo que se puede confiar en que la zona control ha sido elegida correctamente. Por otro lado, en
todos los puertos menos en el del Perelld y Oliva la mortalidad esta préxima al 10%, y hay que
recordar que este era el requisito para que un blanco fuese vdlido, ya que estos valores se
pueden alcanzar debido a diferentes causas no asignadas a los posibles téxicos de los
sedimentos. Asi que, el elutriado de estos puertos no difiere mucho de lo que se considera un
blanco; al menos en este aspecto. Respecto a los puertos de Oliva y del Perellé se puede ver un
efecto un poco mayor. Por este motivo se decidid estudiar si era una diferencia significativa
mediate la aplicacion de la herramienta “ANOVA simple”, observando la ilustracién 10 se puede
ver como efectivamente existe una diferencia significativa entre la mortalidad de los puertos de
Oliva y de el Perellé con la mortalidad del control.

Respecto a las longitudes de las larvas cabe destacar que se profundizo su analisis debido a que
la mortalidad de la embriogénesis fue muy pequefia. En segundo lugar, denotar que no solo han
ido disminuyendo a medida que se aumentaba la concentracién del elutriado de los puertos, si
no que también ha sucedido; aunque con menor gradiente, en la zona control. De esta manera
no solo se le asigna como causante de la disminucién del tamano de las larvas al sedimento en
general, sino que el sedimento de los puertos estudiados posee ciertos elementos que
disminuyen en mayor medida el desarrollo larvario, tal como se puede ver en la tabla 23 al ver
las concentraciones efectiva sobre la longitud de las larvas, sobre todo la CEsy la CEp; debido a
que la CEso no tendria sentido ya que haria falta un elutriado concentrado a mas de su 100%. Es
importante saber que en la interpretacion de estos datos el sedimento mas contaminado es el
gue con una menor concentracidon produce el mismo efecto negativo que el resto. Por tanto,
continuando con los datos que muestra la tabla 23, los puertos quedarian ordenados de mayor
toxicidad a menor en el siguiente orden: Puerto de Oliva, Puerto del Perelld, Puerto de Gandia,
Puerto recreativo de Gandia y el Puerto de Denia. Para que este andlisis no fuese influenciado
por haberse obtenido los datos en fecundaciones distintas, no se ha comparado el tamario de
las larvas en bruto, sino el cambio que han sufrido respecto a sus blancos como se puede ver en
la tabla 22.

Por otro lado, respecto la dosis minima que produce una diferencia significativa en el tamafio
de las larvas respecto al blanco (LOEC), y la maxima que significativamente no tiene efecto sobre
el tamafio de las larvas respecto al blanco (NOEC), primero se tuvo que comprobar que existia
esa diferencia significativa mediante el analisis en Statgraphics (tabla 25). Tras esa evidente
comprobacion se detectd la NOEC en la concentracién experimental mas baja (13%) y la LOEC
en la segunda mas baja (25%), excepto en los puertos del Perell6 y de Oliva, en los cuales la
NOEC presenta un valor mas pequeio que los reproducidos experimentalmente, por lo que no
se puede saber el dato, y la LOEC en estos puertos es del 13%. Con estos datos en mano se puede
decir que las larvas seran afectadas por la toxicidad en todos los puertos, y que el rango en que
comenzaran a ser afectadas las larvas se encuentra entre el valor de la NOEC y la LOEC en cada
caso.

Se ha demostrado como los sedimentos portuarios del Perellé y Oliva son mas téxicos que el
resto, una posible causa puede ser la densidad de embarcaciones de los puertos (tabla 28).



Tabla 28. Datos de densidad (embarcaciones/100m?3) de los puertos muestreados.

Puerto Volumen (m3) Embarcaciones (embarcl:)aecri]cS)Ir:j:sc}100m3)
P. Gandia 1531025 47 0,003
P. R. Gandia 130035 301 0,231
P. Perelld 52360 186 0,355
P. Oliva 69398 423 0,610
P. Denia 3000335 1087 0,036

Como se puede ver, el puerto con mayor densidad de embarcaciones coincide con el puerto mas
téxico, pudiendo ser este mismo el motivo de la propia toxicidad. Por otro lado, a pesar de que
el puerto del Perelld sea practicamente el segundo mas denso, al coincidir con el puerto de Denia
en los valores de densidad, por lo que no se justifica el motivo de su toxicidad. Cabe destacar
que, el puerto del Perell, segin el diario Las Provincias, recibe restos de sedimentos
procedentes de la Albufera, estos hechos, junto con la alta densidad de embarcaciones, pueden
ser los posibles causantes de la toxicidad de los sedimentos de este puerto (Aguadé, 2011).



CONCLUSION

e Conrespecto a la embriogénesis, solo se ha podido determinar como toxico de manera
significativa los puertos de Oliva y del Perellé.

e Todos los puertos han mostrado diferencias significativas respecto sus blancos en la
longitud larvaria.

e En los puertos de Oliva y el Perell6 el elutriado afectd significativamente al desarrollo
larvario con menos del 13% de concentracidn.

e Enlos puertos de Gandia y Denia se necesita una concentraciéon de elutriado entre 13%-
25% para que afecte significativamente al crecimiento de las larvas.

e El sedimento mas téxico pertenece al puerto con mayor densidad de embarcaciones.

e El segundo sedimento mas téxico aparte de tener una alta densidad de embarcaciones
también percibe descargas de sedimento provenientes de la Albufera.
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