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EVALUACION ECOTOXICOLOGICA DE LA CONTAMINACION
DE SEDIMENTOS DEL RIO TAJO Y AFLUENTES

RESUMEN

Los ecosistemas fluviales son considerados unc de los ambientes mas
sensibles a la contaminacion, debido a que son uno de los sistemas mas expuestos a
la contaminacion. La descarga de residuos desde efifuentes urbanos e industriaies, la
escorrentia superficial en terrenos agropecuarios, el almacenamiento de residuos
téxicos y peligrosos en las cuencas hidrograficas constifuye una amenaza para €l
ecosistema acuatico (Fig. 1). No debemos olvidar el papel de la agricultura en cuanio a
emision directa o indirecta de plaguicidas y fertilizantes al medio acuatico. Todos estos
contribuyen a un detrimento de la calidad de las aguas.
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Figura 1. Principales actividades humanas capaces de causar
contaminacion en el sistema acuatico.

No siendo una excepcion, los ecosistemas fluviales de [a provincia de Toledo
se ven afectados, en gran medida, por estas actividades contaminantes. Algunos
estudios (Sanchez Hernandez et al, 2004) han demostrado la presencia de
contaminantes organicos come hexaclorobenceno (0,80-2,48 ng/L), lindano {1,30-11,5
ng/ll), 44-DDE (6,8%-116 ngll), 44 DDT (0,61-2,02 ng/l), hidrocarburos
poliaromatico (812,05-26,75 ng/L) en el rio Tajo a su paso por Toledo.

Estas concentraciones encontradas en el agua son similares e incluso
supericres a las registradas en sistemas fluviales altamente contaminadoes del mundo,
pudiendo flegar a manifestar efectos adversos sobre algunos organismos acuaticos
(Sanchez Hernandez, 2002},

A pesar de esios estudios recientes, no existen datos acerca de la calidad del
agua del rio Tajo y, en especial, sus afluentes en términos de causar un impacto
negativo en la biota o en su aprovechamiente en agricultura u otras actividades que
requieran de yn anorie de ggua en condiciones relativamente huenes,
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OBJETIVOS

Los objetivos a realizar durante el afio de sjecucion del proyecto han sido los

siguientes:

1.

Determinar fa existencia de efectos adversos de la contaminacion sobre
uno de los organismos méas representativo del sistema fluvial del rio Tajo,
Procambarus clarkii, a través de ensayos de toxicidad en condiciones de
laboratorio.

Determinar ta respuesta de los biomarcadores moleculares y bioguimicos
en los organismos expuestos a los sedimentos mediante ensayos de

toxicidad.

Caracterizacion de los sedimentos determinando sus propiedades
fisicoquimicas, y asi, la movilidad y biodisponibilidlad de contaminantes

Organicos e inorganicos.






JUSTIFICACION

La funcion de estos ecosistemas para el hombre (pesca, actividades de
recreo...) jusiificaria ia sjecucion de una evaluacion sobre Iz calidad de las aguas
centrandose, principalmente, en los sedimentos ya que en ellos se acumulan la
mayoria de los contaminantes quimicos en el ecosistema acuético.

La contaminacion de las aguas continentales conlleva la contaminacion del
lecho con el que esta en contacto, puesto que los contaminantes se incorporan a los
sedimentos por procesos de precipitacién y adsorcidon. Asfi, los sedimentos pueden
actuar como trampa de especies quimicas, disminuyendo los niveles de contaminacion
el aguay bajo determinadas condiciones de pH, temperatura, etc. los contaminantes
pueden volver a las aguas. Ademas, los sedimentos pueden ser utilizados para
defectar especies que no permanecen solubles después de un veriido de aguas

residuales.

Por todo elio, para comprender el efecto de la contaminacion de los rics sobre
la fauna acuética, es necesario conocer, no s6lo la calidad del agua, sino también es
necesario el esfudic de los efecios de la contaminacion del agua sobre la fauna

acustica expuesia a los sedimenios de los rios.
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INTRODUCCION

El sistema en el que se centra el estudio es el rio Tajo, especiaimente a su
paso por la provincia de Toledo.

1. SISTEMA DE ESTUDIO

1.1. El rio Tajo.

Ef rio Tajo, con sus 1120 Km. de longitud, de los gue 910 Km discurren por el
territorio espafiol direccion Este-Oeste, es el rio mas largo de la Peninsula 1bérica.
Desde su nacimiento en la Sierra de Albarracin, hasta su desembocadura en el
océano Atlantico, junte a Lishoa en Portugal, el rio Tajo discurre por las comunidades
autdnomas de Aragédn, Castilla v Ledn, Madrid Castilla-L2 Mancha y Extremadura,
siendo Casfila-La Mancha la regidtn gque mas superficie aporia a su cuenca
hidrografica, con 26,699 Km?®.

La cuenca del ric Tajo esta limitada al Norte por el Sistema Central, Al Este por
la Cordillera Ibérica y al Sur por los Montes de Toledo, El ric Tajo, una vez internado
en la provincia de Guadalajara se remansa sn los embalses de Enirepeiias,
adentrandose posteriormente en tierras madrilefias donde recibe aportes del rio
Jarama. A pariir de aqui se interna en tierras toledanas. Hasta Talavera de la Reina
recibe agua de los rios Guadarrama y Alberche, Tras atravesar esta zona, discurre por
valles cerradoes, o que ha favorecido la construccibn de una seiie de embalses como
el de Azutan, Valdecafias.... En su Oltimo tramo transcurre por tierras portuguesas

hacia et Atlantico.

Refiriéndose a la hidrologia, el rio Tajo es uno de los rios mas caudalosos de
Espafa, debido en gran parle 2 sus afluentes de su margen derecho como son &l
Jarama, el Guadarrama, el Alberche y el Tiétar. De los afluentes del margen izquierdo

=iy i) L LEELE] S iy

cave destacar el ric Guadiela, pues el resto (Algodor, Guadamur, Torcén, eic)

permanecen secos gran parte del afio.

El régimen hidrolbgico del Tajo e

™2

del tipo pluvio-nival en ¢ tramo alto del rio,
siendo mas pluvial en el curso medio, presentando una variacion estacional debido al

ritmo de las precipitaciones.



1.2. La industria en fa cuenca del tajo

La mayor parte de la industria localizada en la cuenca del rio Tajo se abastece
a través de sistemas integrados de abastecimiento. No obstante, existe una demanda
industrial que no esta conectada a las redes urbanas y, por tanto, su abastecimiento
se realiza a partir de fomas de agua supetficial y de pozos.

2. ENSAYOS DE TOXICIDAD
2.1. Qué son y para qué sirven

Los ensayos de toxicidad constituyen una metodologia imprescindible para ta
determinacion de los efectos producidos en un organismo tras su exposicién a una o
varias sustancias determinadas. En el caso de los ensavos de toxicidad cronica, se
estudia las respuestas tdxicas provocadas por la exposicidén permanente a unas
determinadas dosis del agente toxicoldgico a estudio.

De esta forma se puede realizar una evaluacion del riesgo toxicoldgico de una
sustancia en el ambiente, conociendo asi, cuadl sera el impacto/os del agente tdxico en
un ecosistema.

En los ensayos de toxicidad clasicos lo que se pretende estudiar son los
sfeclos del contaminante en pardmetros como fa supervivencia, el crecimiento o la
reproduccion.

CUALQUIER ENSAYO DE
TOXICIDAD NUESTRO ENSAYO DE TOXICIDAD

\ . . : ejo P mbarus clarki.
Indicador de contaminacién Cangrejo Procambaru o

Respuesta a determinar Mortalidad, crecimiento, efectos en biomarcadores.

Periodo de exposicion Exposicién a 10 dias.

En nuestro caso esta conceniracion no era conocida
Seleccionar una dosis de Y@ que lo que se determind no era la relacion dosis-
exposicion respuesta sino  conocer los efectos de los

contaminantes en el organismo de forma cualitativa.



2.2. Enfoque espacial.

El enfoque espacial nos sirve para comparar distintas zonas con diferente
grado de contaminacién.

Para el desairollo del experimento se {omaron suelos potencialmente
contaminados de diferentes zonas del rio Tajo, ademas de un sedimento conirol
exento de contaminacién. De esta forma se pudo comprobar qué sedimento era el més
contaminado y los efectos de los distintos grados de contaminacion en los organismos

seleccionados para el ensayo de toxicidad,

2.3, Indicadores de contaminacion. Bioindicadores.

Para los ensayos de {foxicidad es necesario seleccionar un organismo sobre el
cual s& puedan determinar los efectos toxicos de una sustancia. Este organismo, es un
bicindicador. Asi, se define a un organismo cuya presencia o ausencia aporia
informacion a cerca de las condiciones ambientalaes dal hahitat (Van Gestel and Van
Brummelen, 1996). £l organismo seleccionado debe estar presente en el habitat en
cual aparece la contaminacidén, no debe ser un animal ajeno a ese ecosistema. En
nuestro caso, el bicindicador elegido fue el cangrejo Procambarus clarkii.

Dentro del organismo bicindicador se estudian ciertos parametros fisioldgicos
que se ven afectados por el agente contaminante, a ios que se les conoce como
biomarcadores. Los bicmarcadores han sido definides como “una respuesta biologica
gue puede esiar relacionada con una eXpoSICion o Gon un &1&cio 15XICo de Unh o Mmas
contaminantes del ambiente” (Peakall and Shugart, 1893).

£ 8

Secdbat. Lemi AL o fRngio,

Los organismos seleccionados como indicadores de contaminacion han de
cumplir las siguientes caracteristicas:
1. Presentar una cierta sensibilidad al contaminante objeto de estudio.
2. Presantar una amplia distribucién geografica, para da esa forma poder
comparar diferentes zonas.
3. Tener un ciclo de vida largo, para garantizar un tiempo de exposicion
adecuadsa.
4. El bicindicador debe presentar efectos téxicos faciimente reconocibles ©
cuantificables.
5. Presentar tolerancia a ia contaminacion,

o



w iaindioadoy Froaommnbais o

El organismo en el se determinaron los efectos téxicos de los sedimantos dal
rio Tajo fue el cangrejo rojo, Procambarus Clarkii

Su tamaiio alcanza los 10 cm. desde el rostro hasta el telson. Su coloracidn
varia de rojiza a gris azulada. Posee un caparazén cefalotoracico con numerosas

espinas en ambos lados de la sutura cervical,

Biologia y habitat

El cangrejo rojo vive en sustratos blandos de rios, marismas y charcas de
agua, excavando tuneles para su refugio. Es menos fotéfobo que el cangrejo
autoctono, por lo que no es dificil verlo a plena luz del dia. Permanece entre la
vegetacion o al descubierto si el agua no esta muy clara. Su fisiologia es notablemente
mas resistente, soportando niveles bajos de oxigeno, temperaturas altas y un alto
grado de contaminacién del agua.

Su alimentacién es omnivora, presentando un muy amplio nicho tréfico
(Correia, 2002). La reproduccién comienza en otofio. Tras la fecundacion, la hembra
se retirara a su agujero donde tendra lugar la puesta de un centenar de huevos, los
cuales permaneceran pegados a los pleépodos de la madre hasta su eclosién en

primavera.

Distribucién geografica nativa
P. clarkii es originario del noreste de Mejico Y del sur central de EEUU

(Hobbs et al., 1989).

Distribucién y establecimiento en la Peninsula Ibérica

P. clarkii, se distribuye por toda la Peninsula |bérica, siendo muy comin y
abundante en la mitad sur de la Peninsula (Gutiérrez-Yurrita et al., 1999). Al norte de
la Peninsula habita en framos bajos de los cursos de agua, donde el agua tiene

temperaturas mas altas.

Mecanismo de introduccién

El cangrejo rojo fue introducido en 1974 por los pescadores para fines
comerciales. La primera introduccién  se produjo en las marismas del Bajo
Guadalquivir, en la finca denominada “Casablanca” de Ia provincia de Sevilla
(Hadsburgo-Lorena, 1979; Algarin, 1980; Ocete & Lopez, 1983).



Impacto ecologico

En la peninsula Ibérica ya se ha comprobado tanto la alteracidn de la red tréfica
(Geiger et al, 2004) como la pérdida de biodiversidad (Rodriguez et al., 2004) de
humedales debido a la presencia de P. clarkii. Justo después de la introduccion, el
cangrejo empieza a crecer rapidamente, y tiene un dramatico efecto sobre la
comunidad acuatica debido a su voracidad, provecando cambios en la red {rdfica,
influyendo en la productividad de las zonas donde habita (Correia, 2002). Por ofra
parte, esta especie es el vector de la afanomicosis enfermedad infecciosa causada por
el hongo Aphanomices astaci (Dieéguez-Uribeondo & Soderhal, 1993) que es letal para
el cangrejo de rio autéctono. También se conoce su efecto negativo sobre poblaciones
de anfibios (Gamradt & Kats, 1996).

2.4. Biomarcadores.

2.4, Uso de Sivmarcadoras

Actuaimente el uso de biomarcadores para estimar la exposicion o determinar
los efectos de contaminantes estd recibiendo una atencidon considerable. (Walker et
al.,, 2001, Huggett et al., 1992; McCarthy and Shugart, 1990). La razén por fo que
actualmente ha aumentado el interés en los biomarcadores, son las limitaciones gue
presentan los métodos clasicos en la toxicologia ambiental.

£n fos métodos clasicos, 1as concentraciones de contaminantes en el ambiente
solo se relacionan con efectos adversos en los organismos come mortalidad,
reproduccién o crecimiento. Sin embargo, en los afios recientes ha recibido una mayor
atencion el uso de otras repuestas bioldgicas (biomarcadores) para estimar cualquier
exposicion o efecto resultante debido a los contaminantes.

5 ¥y

7472 Blomsreadorss niilivados on ol estudio,

La determinacion del efecto producido en los cangrejos {ras su exposicion a
sedimento contaminado se lleva a cabo estudiando la respuesta inducida en distintos
biomarcadores por accion del agente fOxico. Para &llo, se establecen unos
biomarcadores determinados gue son sensibles a la contaminacion.

En este proyecto ss trabaia con tres hiomarcadores importantes. Todos ellos
son actividades enzimaticas.

Los enzimas son moléculas proteicas, cada tipo de molécula de enzima es una
profeina con una CoMposicidn y una secuencia de aminoacidos especificas. Los
aminoacidos son moléculas de bajo peso molecular gue forman las subunidades de la



proteina. La unién de cierto nimero de estos aminoécidos conforma una proteina.
Estas enzimas catalizan la mayor parte de {as reacciones que se producen en un
organismo. Para la realizacion de su actividad poseen un centro activo, donde se une
el susirato de la reaccion.

En el centro activo de las enzimas se encuentra un grupo sulfhidrilolaterat (SH)
aportado por el aminoacido cisteina. Cuando fa enzima se encuentra en una solucién
acuosa, el H' se libera de la molécula, por lo que el sitio activo de la enzima queda
cargado negativamente (S). Este centro activo con carga negativa es un lugar de
unién muy afin a sustancias contaminantes con carga positiva, como ocurre con los
metales pesados—Estos, se unen al centro activo de la enzima de tal forma que la
inactiva, ya que ningiin otro sustrato de reaccién podré unirse al sitio ocupade por el
metal. La actividad enzimatica, se ve modificada por accién de la sustancia

contaminante.

Los biomarcadores enzimaticos estudiados son:
- Acetilcolinesterasa (AChE), del grupo de la s colinesterasas {ChEs).
- Glutatién S- Transferasa (GST).

- Metalotioneinas (MTs).

I. ACETILCOLINESTERASA (AChE).

La actividad animal requiere del funcionamiento coordinado de muchas céluias
individuales. Las células encargadas de esta coordinacion son jas neuronas. Estas se
encusniran conectadas unas a otras, por lo gue transmiten informacién por medio de
la propagacion de sefiales quimicas y eléciricas. Esta {ransmision enfre neurona se
conoce como sinapsis vy es llevada acabo por neurotransmisores. La acetilcolina (ACh)
es el transmisor en algunas neuronas de invertebrados, incluyendo el sistema netvioso
central de los anélidos. Esta, transmite el impulso nervioso de unas neuronas a otras.

El mecanismo que interrumpe esaz comunicacion entre neuronas es el que
produce la eliminacion del neurotransmisor, en este caso fa ACh, del espacio que une

las neuronas. Esta eliminacién se lleva a cabo por una sustancia especifica que

hidroliza la molécula transmisora dejandola inactiva. La transmision de una sefial entre
neuronas se termina cuando se hidroliza la ACh a colina y acetato debido a la accion
de la AChE.

Esta enzima se encuentra en abundancia cerca de la superficie de la

membrana postsinaptica, es decir, en ia neurona que se encuenira al otro lado de la



hendidura sinaptica. A la cual, una celula presinaptica le ha transmitido el impulso
nervioso,

El blogqueo de la activided de la AChE produce efectos peligrosos, ya gue
interrumpe la funcion del sistema nervioso pudiendo producir fa muerte. Porgue si la
AChE quedara totalmente inactiva, por accién de algunas sustancias contaminantes,
no se podria eliminar la ACh de la hendidura sinaptica por lo gue el impulse nervioso
no dejaria de transmitirse, evitando la transmisibn de otros impulsos nerviosos
posteriores necesarios para mantener el funcionamiento del organismo.

Peakall (Peakall et al., 1994} incluyd la inhibicion de AChE como una de las
mejores biomarcadores estandarizados para diagnosticar un  problema de
contaminacién sin necesidad de realizar analisis quimicos.

Il. GLUTATION S-TRANSFERASA.

La biotransformacion en el organismo de los compuestos extrados, es
fundamental para faciiitar su excrecidon y tiene una gran influencia en los efectos
toxicos de estos compuestos. La efiminacion de los compuestos extrafios, o
xenobidlicos, que son solubles en las grasas es muy dificil debido a que absorben en
distintos tejidos del organismo, bor lo que su excrecidn seria muy lenta. Para que esta
efiminacion sea mas rapida y efectiva, el proceso de biotransformacién madifica a la
molécula original haciéndola mas hidroscluble, De esia forma se facilita la excrecion
renal. Las transformaciones de los compuestos xenobidticos se llevan acabo mediante
una serie de reacciones catalizadas por enzimas.

El glutatidbn {GSH) es un compussio firmade por glicing, cisteina y acido
glutéamico. El GSH se conjuga y une con los compuestos xenobistiocos, haciendolos,
de esta forma, mas hidrosolubles para facilitar su eliminacion,

La GST representa una imporiante famiiia de enzimas imporianies por su papei
como catalizadoras en la conjugacion de varios compuestos xenobidticos con el
fripepetido giutation (Saint-Denis et al,, 1996; Stegeman et al,, 1992). Estas enzimas
catalizan la reaccidn de tales compuestos con el grupo —-SH det GSH, ast los
productos presentan mas solubilidad en agua.

[y
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Functions of Ghatathione

1. Maintenance of Cellular Sulfhypdry? Status

A, Redox cyele

RODE 20801 NADP: AH,

CI8Y prrvsidese GSSC reductuse NMARPIL gererating enzytme

o o N o S\ S\
4
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HH =
ROOE ish S rmustonons RO+ (G

B. Tvee radical reactions
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RS- SC 4 GSH @ RSIN4 GSSG

L CONJUGATION
G5H S-translomie
Bleciwophiles £} + GSH ol c 13
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Figura 2. Esquaema de las diferantes reacciones en ias gue sa ve
implicado &l alutatién (GSH) v 13 GST.

Se propuso que las GSTs habian evolucionado como mecanismo de defensa
pioporcionando snzimas de detoxificacién, para los productos formados por reaccion
con el oxigeno (Stenerse et al.,, 1987). Cuando en el medio de la enzima aparecen
radicates libres como O, H0,, R-HOQ, dicha enzima se induce.

Se ha visto que este sistema se ve afectado por varios compuestos quimicas,
como pueden ser los metales, en algunas especies terrestres y acuéticas (Mayer et al.,

1992; Peakall and Walter, 1994).

La GST se encuentra en la mayoria de los tejidos, especialmente en el higado,
hepatopancreas, intestino, rifion, los testiculos y el pulmdn. Deniro de las células
podemas enconirario en una elevada concentracion dentro del reticulo endoplasmatico
liso. Este, es un organuic con membrana. Por ello para la medida de esta enzima
primero se deben aislar las diferentes fracciones celulares, hasta conseguir aislar el
organulo que nos interesa. Actualmente se ha estudiado la actividad de la GST en el
hepatopancreas en el cangreio roio Procambarus clarkii (Almar et al., 1987).
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Hl. METALOTIONEINAS.

Un gran namero de estudios han determinado ia capacidad de algunos
organismos de acumuiar ciertos metales (Hopkin, 1989). Los metales que se
intraducen en &l organismo de ias lombrices pueden aparecer de formas distintas. Una
las maneras por la que se produce la detoxificacion de metales pesados en los tejidos
es la que se lleva acaho nor la unién de estos metales a metalotioneinas,

Las MTs son proteinas de bajo peso molecular que presentan grupos
sulfhidrilos dados por el aminoacido cisteina. Cuande un agente toxico, como un

de las enzimas, se produce un cambio en el estado de oxidacién del metal. De esta
forma, pusde pasar s disminui su toxicidad dentro de! organismo. Esas MTs han sid
encontradas tanto en vertebrados como inveriebrados, moluscos y crustaceos
(Roesijadi, 1992, Engsl and Brouwer ,1993; Barka, 2000)

Las MTs se concentran especiaimente en ei higado, hepaiopancreas, rifion,
intestino delgado v branquias.

Se sabe gue cierfos metales y algunos compuestos organicos producen una
induccion de las MTs {Dallinger, 1996; Roesijadi, 1993).
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METODOLOGIA

3.1. Muestreo del sedimento.

Las muestras de sedimentos problema se recogieron en diferentes puntos
ubicados a lo largo dei curso del rio Tajo su paso por ia provincia de Toledo. Se
tomaron dos punlos de muestreo;

1. En e primer punto de muestreo 1os sedimentos se tomaron en rio Tajo a su
paso por la Puehla de Montaiban, mas concretamente en una zona ubicada aguas
abajo del matadero de esta localidad. De esta forma podemos comprobar el efecto de
las aguas procedentes de dicho matadero.

2. Aceca. Los sedimentos se tomaron aguas abajo de la central térmica de
Aceca. Como en el caso anterior, comprobaremos el efecto de fos vertidos de agua de
dicha central sobre el Tajo.

3. El sedimento control, tomado como referencia, se tomd en una zona exenta
de contaminacion y en la que estd presente el organismo bioindicador utilizado. Asi
esios sedimentos se recogieron en las margenes de ias lagunas de Villafranca de los
Caballeros, mas concretamente en la “laguna grande” cuyas aguas provienen el rio

Ea
S

Las muestras de sedimenio se recogieron en una zona cerca de las margenes
del 1ic, pues en esas zONAs S& encuentia la mayor parte ael sedimento. Se tomd ia
primera capa de material limoso, pues los organismos se encuentran en contacto
directo con elfla. Evitamos tomar el sedienio mas enierrado pues actta como sumidero
y en él se pueden encontrar una mayor concentracion de contaminantes. Lo que no
seria realmente representativo de lo gue ocurre en el sedimento con en el gue estan

en contacto lo diferentes organismos acuaticos.

Las miestras s recogieron en bolsas de plastico con auto cierre y fuerdn

debidamente etiquetadas con el lugar de muestrec, dia y hora quedando asi
perfectamente identificadas. Durante el transporte, se conservaron en neveras con
hielo para manitenerios frios, de esta forma se reduce la degradacion de dicho material
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por los microorganismos manteniéndose las propiedades fisico quimicas del
sedimento. Una vez en el laboratorio, las muestras se conservaron en frio, a uha
temperatura entorno a 4°C para seguir manteniendo inalteradas las caracteristicas dei
sedimento. Durante el periodo de conservacion, debemos vigilar gue el sedimento no
se congele, El tiempo maximo de conservacion de las muestiras de sedimento es de 2
meses.

3.3. Adquisicion y mantenimiento de los cangrejos

Los cangrejos se adquirieron en un mercado para mayoristas (Mercamadrid)
previo encargo. Se compraron en tomo a 90 individuos de la especie Procambarus
clarkii. No se recogieron del medio natural (control) debido a que el periodo en el que
sS& comenzaron o8 experimentos no era ef adecuado para la pesca de los mismos.

Una vez en el laboratorio los
cangrejos tienen que aclimatarse a las
nuevas condiciones de temperatura,
diferente compeosicion del agua, etc.

Los cangrejos se repartieron en
cuatro peceras de 70 litros de volumen para

sy mantenimiento y  aclimatacion.
Asegurando de esta forma que las

variaciones en los diferentes parametros

Figura 3. Acuario de mantenimiento de
biolégicos a determinar, se debian  cangrejos.

exclusivamente el {ipo de sedimento al que eran expuesios (los dos objeto de estudio
y el sedimento control) y no debido al estrés generado por las nuevas condiciones del

amhiente.

En la base de la pecera se cred un sustrato con guijarros y piedras de mayor
famaiio. Se afiadid agua hasta oblensr una profundidad de 15-20 om, renovéndola
todos ios dias al comenzar el periodo de adaptacion y cada dos dias transcurrida dos
semanas. Asf, al pericdo tuvo una duracién aproximada de un mes.

Se comprob6 que los cangrejos se adaptaron totaimente al nuevo amblente
pues mudaron su exoesgueleto. Se aparearon v pusieron huevos que eclosionaron, de
los cuales surgid una nueva generacion de cangrejos.
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El agua utilizada para el llenado de las diferentes peceras que posteriormente
fue el agua ulilizada durante el experimento, era agua corriente en la se burbujeaba

oxigeno durante 48 horas para disminuir la cantidad de cloro,

3.2. Preparacion del experimento.

Una vez finalizado el periodo de aclimatacion, se comenzo la fase experimental
propiamente dicha.

La exposicibin de i0s cangrejos a los diferentes s
recipientes de plastico (dimensiones 8x12x22cm). Se prepararon 3 réplicas para cada
uno de los 3 sedimentos (Puebla de Montaiban, Aceca, Villafranca de los Caballeros) y
para cada réplica se utilizaron 3 cangrejos (recipientes separados). Esc hace un total
de 27 muestras. Cada uno de Ios recipientes se identificd adecuadamente con la
fecha, el sedimento que contenia, el nimero de réplica y el nimero de cangrejo.

En cada réplica se afiadié una cantidad de sedimentc y agua en proporcion %,
por cada parte de sedimento 4 partes de agua. Asi, se pesaron 250g de sedimento en
cada recipiente, afiadiéndose posteriormente 1 litro de agua. Colocandose piedras
para simular, en cierta medida, las condiciones de su ambiente natural. Una vez
preparadas las diferentes réplicas se dejaron reposar durante 24 horas para que
sedimentase todo el sedimento levantato y
disminuyera la turbidez del agua.

Una vez transcurridas las 24 horas, se
introdujeron los cangrejos, uno enh cada replica,
permaneciende en los diferentes sedimentos
durante un periodo de exposicién de 10 dias.

Durante ese ttiempo se anotaran todos aquelios . _
Figura 4. Exposicidn de los cangrejos a los

datos considerados de interés, come {a muda del diferentes sedimentos.
sxoesquelato.

{

Todos los dias se omaron datos de pH, conductividad v temperatura tanfo en

donde los cangrejos se expusieron a los sedimentos (Tablas 4y 5).
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Se les suministraba un suplemento de alimento compuesto por lechuga,
pequefios camarones (gammarus) y came de pescado.,

3.3. Preparacion de los diferentes tejidos a analizar.

Transcuiride el periodo de
exposicién de los cangrejos a los
diferentes sedimentos, se retiraron
de los mismos y se procedid a la

extraccion de los tejidos de Figura 5..”Disecc‘|6nyextraccién d l'c'astejidosﬂa
interés. La diseccidn se realize 2nAZA

n fijeras y pinzas de acerc inoxidable. Las fracciones extraidas se infrodujeron en
eppendorfs, convenientemente etiquetados, y se congelaron inmediatamente en

;irnnann llnmdn conservandosa a 80°C hasta el momentn de sy anglisis. De esta
forma se pudo detener las diferentes actividades fisioldgicas celulares v ia actividad
enzimatica. Las fracciones extraidas fueron:

L vn o o an e ot o ot o o

= Mo ansLs oIS aS
- Branguias

- Glandulas verdes
- Mlscuio (cuerpo)

En cada uno de los tejidos se determind una actividad enzimatica diferente.
3.4. Parametros a determinar. Medida de biomarcadores.

Los parametros toxicoldgicos medidos durante el experimento fusron sl
crecimiento, medido como peso, y la mortalidad. Con estas medidas se cubyirian los
objetivos de los test estandarizados de toxicidad crénica o aguda.

Se controid la supervivencia de los cangrejos expuesios a los diferentes
sadimentos.

Para comprobar los efectos de los sedimentos en el crecimiento, los cangrejos

fueron pesados antes y después de exponerios a los diferentes sedimentos. Asi, se

recimiento se veia o no

a
4]
=

pudo comparar ios distintos pesos pudiendo determinar si

afectado a la exposicién del organismo a los sedimentos problema (Tabla 7).
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Sin embargo, durante el estudio no sélo se midieron estos dos parametros,
también se determinaron los efectos subletales en los cangrejos debido a los
diferentes contaminantes de los sedimentos problema. Estos efectos se midieron

medianie el anglisis de biomarcadores moleculares en los organismos test.

Asi, en este proyecio se pudo estudiar fa respuesta bioldgica de estos
organismos frente a la contaminacién del sedimento, mediante distintos test en el
laboratorio usando el cangrejo Procambarus clarkii, en condiciones controladas (pH,
temperatura...) en el laboratorio, relacionando la respuesta de los biomarcadores con
los contaminantes biodisponibles en el sedimento.

En nuestro ensayc de toxicidad se analizé la actividad de los biomarcadores
AChE, GST y concentracién de MTs. También se realizaron cuantificaciones de
proteinas totales, debido a que para determinar la actividad de algunos biomarcadores
se precisa ponderar por la concentracion de proteinas totales de la muestra, para de
esta forma, homogeneizar 163 resuliados.

I. Acetilcolinesterasa (AChE)

g S ) P _ o e o e i 3
Usciilo exiraldo del cangr

i.a ACht fue medida an & n
de Ellman (Eliman et al., 1961).

El primer paso, fue homogeneizar el masculo con ayuda de una disolucién
tampon. Por homogeneizar se entiende, triturar y hacer una solucién del masculo en &l
tampon, de esta forma se liberan los componentes o moleculas celulares a estudiar. El
homogenado se centrifuga, aislandose asi, una fraccidn citosdlica donde se encusntra
la AChE.

L a determinacion de Ia actividad enzimatica se Hevd a cabo mediante la adicibn
de acetiicolina como substrato de reaccidn y el acido 5,5°-ditio-bis-2-nitrobenzoico
(DTNB) que forma un complejo coloreado al unirse a la enzima, que posteriormente se
midid espectrofotométricamente fa cindlica de la reaccidon utilizando un
espectrofotémetro de absorcion molecular.

li. Cuantificacion de proteinas totales.

i.a aeterminacién de proteinas iotales se realizd siguiendo el método Bradiord
(Bradford, 1976). E! reactivo Bradford contiene azul de Coumassie que aportan una
coloracién al unirse a las proteinas. Se determiné las concentraciones de proteinas
mediante colorimetria. Para determinar la concentracién de proteinas totales de las

17



muestras se realizé una curva de calibrado utilizando albGmina sérica bovina. A partir
de la cual se exirapolaron los valores de concentracion de las proteinas de cada
muestra.

Ei valor de concentracidn de ila muestra se multiplicd por el factor de dilucién

para obtener pg de proteina/ml cangrejo.

fil. Glutation S-Transferasa (GST)

Ueterminacidén en & hepatopancreas de la lombiiz. Siguiendo et método de
Lukkari (Luldkart et al., 2004).

Primeramente, se homogeneizé los 2/3 del hepalopancreas del cangrejo en
una solucion tampon. Una vez centrifugado el homogenado se recuperd una fraccién
citosélica o 89. Esta se uliracentrifugd y se obtiene asi una fraccién citosdlica donde
estaba aislade el reticulo endoplasmatico liso de las células donde se encuentra el
GST.

Posteriorments, se llevo a cabo la lectura de la cinética de la reaccidn de la
enzima incorporando como subsirato de reaccidn GSH y DTNB, Al producirse la
reaccion tenia lugar un cambio en la coloracion de la muestra lo que era detectado por
el espectrofotémetro.

Las reacciones producidag en ta cubeta de reaccion, gue hacen posible la

medida de la enzima son:

. L%
T ey
M}
GSH - H' + [G8] R
Reduced ,
Gitathion Tiolat anfon
Lehloro2ddinrobenzene. VO
L= 34 mn
f 02
. \102 — .r
14{8-ghutathionyl)-2d-diniteobensone Mesenheimer Complex

Figura 8, Mecanismo de conjugacion del glutatién reducido con el
DTNB. M. Habdous ei al / Clinica Chimica Acta 326 (2002) 131-142.
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V. Metslotioneinas (it}

La concentracion de esta enzima se mide en el hepatopancreas (tomamos 1/3
del mismo) siguiendo el méiodo especirofotomélrico de Viarengo (Viarengo ei al,,
1997) donde primero, se prepard el igjido mediante homogensizacion en una solucion
amponada. El homogeneizado se centrifugé obteniéndose una fraccion ciiosdlica
donde se encontraron as metalotioneinas. A esta fraccion se le afiadié etanol frio y
triclorometano, se centrifugd. Después, se aisia ia fraccién citosdlica obtenida y se
traté con diferentes reactivos para centrifugarse de nuevo. En &l pellet aislado
(precipitado) se encuentran las metalotioneinas, por lo que ésts se resuspendié con
una solucion salina, Posteriormente, se midid la absorbancia de la muesira en
aspectrofotémetro de absorcién molecular.

Para extrapolar los valores de absorbancia obtenidos y expresarios como

concentracion de metalotioneinas, se realizd una curva de calibrado con (GSH).

3.5. Determinacion de las propiedades fisico-guimicas del sedimento.

i} Fundamento

Se define como la cantidad de agua que las diferentes matrices pueden contener

en su estruciura.

ii) Materiales empleados

- Vidrios de reloj

- Estufa P~ Selecta
iif) Procedimienio

Una pequeiias parte del sedimento recogido se reparte en vidrios de reloj y se
infroduce en Ia estufa a 105°C durante cuatre dias. El tanto por ciento de humedad se

determina por pesada constante, esto es, fomaremos el peso de los diferentes sedimentos

a diferentes tiempos de permanencia en la estufa, hasta que las medidas de los peses no
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varien con en ¢l tiempo, lo que nos indica que todo el agua del sedimento se ha
evaporado. Asi por diferencia en el peso antes y después del secado se determina el %
de humedad.

NEORE YT Rde cBiadon oBm B anEd
35 Miadidn ddel pl

i )Fundamento

La medida de pH dstermina et polencial sl&ctiico Gue se créa en la membrana
de vidrio de un slectrodo, que es funcion de ia actividad de los iones hidrogenc a
ambos lados de la membrana, A la hora de hablar de disclucionss, el pH se define |
como el valor negativo del logaritmo de la concentracion de protonss:

pH= -log {H’]

Sin embargo, el concepto de pH en el sedimento no es tan preciso ya que la
acidez o basicidad de un sedimento puede provenir de distintas vias: sales gue se
gncuentran en suelos carbonatados y salinos, acidos organicos liberados por
fermentaciones, hidrélisis de aluminio o protones cambiables. Asi, se pueden distinguir

varios tipos de acidez (Soil Survey Staff, 2001):

¢ Acidez libre: corresponde a los protones presentes en equilibrio con la
solucion del suelo, y se evalia mediante [a medida del pH de una
suspension de suelo en agua destilada.

s Acidez notencigl es un indice de la acidez adafica. Se mide mediante una

suspension del suelo en una disoiuciéon no tamponada de una sal neuira
como el KCl. Su valor es inferior a la acidez libre en 0.5-1.0 unidades de pH

y depende cel porcentaje de saiuracién de bases el suelo (se produce el

desplazamiento de H” intercambiables en las posicicnes de cambio).

i} Reactivos y materiales empleados

e pr-meiro CRISON Basic 20
e Balanza digital SARTORIUS BL 6100.
s Solucion de KCI 8,1 M. Disolver 7,456 g en 100 mi de agua destilada y diluir

hasta 1 fitro.
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iif) Procedimiento
cin primer lugar se procede a la catibracion aet pri-metio; hecho esto, se

preparan las diferentes muesiras & determinar;

e pH en agua (EPA method 9045¢). se pesan 10 g de sedimento y se afiaden
10 mit de agua destifada. Se agita cinco minutos, dejando reposar la mezcia
durante 1 hora. A continuacién se toma la medida de pH.

+ pH en KCI: se procede de la misma forma que en el apartado de pH en
agua, pero utilizando una disotucién de KCI 0,1 M en vez de agua destilada.

{Tabla 2}

33 Bleddida

La conductividad elécirica es proporcional a la concentracién de sales en
la solucion v es funcién de la temperatura. Si ponemos una solucidn entre dos
electrodos, al aplicar un potencial eléctrico, ta cantidad de corriente que circuta
depende directamente de la concentracion de las sales disueltas.

Reactivos y materiales empleados
¢ phH-meiro conductivimeiro CRISON Basic 20
+ Balanza digital SARTORIUS BL 6100
Procedimiento.

En primer lugar se procedié a la calibracion del conductivimetro,
Posteriormente se pesaron 10 g de suelo y se afiadieron 50 mi de agua destilada. Se
agitd treinta minutos v se tomo la medida de la conductividad eléctrica.

R - A

Para la delerminacién de

o
O
e}
el
[1:]
-
o
[w]
[oi%
1]
&
Sl
—itn
(121
-

de Walkley-Black (MAPA, 1994).
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i} Fundamento.
Este método se basa en la determinacidon del carbone organico del sedimento

mediante su oxidacidn con dicromalo potasico en presencia de Acido sulflrice. La

=i

reaccion gue se produce es la siguiente:
3C+2KIOR0,+8HS80, > 3C0O+2K,80,+2Cr (504}s + BHL,O

Et exceso de oxidante se valora con sulfato ferroso aménico (sal de Mohr) y la
cantidad de carbono organico oxidado se calcuta a partir de la cantidad de dicromato
reducido,

if) Reactivos empleados.

o Dicromato potésico, pureza PA (para andlisis), PANREAC

s Difenilamina, | pureza PA (para anélisis}, PANREAC

e Sulfato ferroso amonico, pureza PA (para andlisis), PANREAC

o Acido suifrico concentrado, pureza PA (para andlisis), PANREAC
o Acido fosfdrico concentrado, pureza PA (para andlisis), PANREAC

iii} Preparacion de reactivos.

e Dicromato potéasico 1N: se toman 80 g de dicromato potasico y se secan en
una estufa a 105°C durante 2 horas. Se pesan 40,035 g del producto seco y
se disuslven en agua desionizada enrasando a 1 litro.

s Difenilamina: se echan 16,7 ml de agua desionizada en un matraz aforado
de 100 mi enrasando con acido sulfirico concentrado. Se pesan 0,5 g de
difenilamina y se mezclan con la disolucion de acido sulitrico (una vez que
se ha enfriado), agitindose con una varilla hasta que se disuelva
compietamente.

e Sulfato ferroso amoénico (Sal de Mohr 0.5N). se disuelven 196,1 g de la sal
en una mezcla formada por unos 600 ml de agua desionizada y 200 m| de

&cido sulfGrico concentrado; posteriormente, se enrasa con agua hasta 1 1.

iv) Procedimiento.
Se pesa 1 g de sedimento v se echa en un matraz srdenmeyer de 500 mi.

o
D

Ty e E- s

agita y se& afiade 20 mbL

]
n.l
@
[oR
7]

i1 10 mil de disolucién de dicromato potésico 1N, S
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acide sulfirico concentrado. Se agita suavemente y se deja reposar durante 30
minutos. Después se afiaden 200 mi de agua desionizada, 10 mi de acido fosférico y 1
ml de disolucion de difenilamina; al afiadir este Glimo reactivo, ias muestras se
vuelven de color negro. De la misma manera se prepara un blanco en el que se
utitizan todos los reactivos anteriores, a excepcion de la masa de suelo.

Una vez afladidos todos los reactivos, se procede a la valoracion de las
muestias con 1a sal de Mohr. En primer lugar se valora el blanco, y a confinuacion las
diferentes muestras de suslo. Una vez que el color del contenido del matraz pasa a
tonos verdes se detiene ia valoracion y se anota el volumen de sal de Mohr gastada.

v) Célculos.
En primer lugar, se calcula el factor de {2 sal de Mohr, va que su concentracidn

2
ae re° disminuye con &l tiempo, al

‘- = tl._.i-__._a.

atarse de un i6n que se oxida Tacilmente por
accion del aire. Este factor se deduce del volumen (V) consumido para reducir el
dicromato en el ensayo del blanco.

M = 10/ Vgastado

A continuacion se determina el carbono organico faciimente oxidable:

% Corgéntco faclimente oxidable (Pf P) = {Vbianeo - Vproblema] * 0-3* M/ Msua[o

donde:

Vpanco = VOluMen de sal de Mohr gastado en ta valoracion del blanco
Voroblema = Volumen de sal de Mohr gastado en la valoracién de [a muestra
M - Factor de la sai de Mohr.

M,

0.3 = 310 — 3*100; dénde 3 es &l peso equivalente del O

Masa de suelo utilizada (1 gramo).

‘suslo = SRR Ve

i 1%
Seguidamente se calcula ol carbono organico fotal:

% Corganico tota (/R = 1,334 * % Corganioo oxidado

Par Gitimo se calcula el porcentaje de materia organica contenido en el suelo:

% mo(p/p)=1724*% Corganico total
{Tabia3).
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3.6. Materiales e instrumentos utilizados en el estudio.

Durante e! desamrollo def proyecto se utilizaron una gran variedad de de
materiales e instrumentos que nos permitieron alcanzar (os objetivos planteados.

Asi, en la fase de recogida se utilizaron diferentes materiales para la toma
adecuada de los distintos tipos de suelos, como palas, tamices, neveras de
conservacion...

Para ia realizacidn de ia fase experimental se recurrid a un gran numero de
instrumental de laboratorio como probetas, tubos de ensayos, placas petri, eppendorfs,
vasos de precipitados, pinzas...todos ellos para desarrollarar adecuadamente la fase
expermental.

Durante la fase de experimentacién, ademas del instrumental basico de
cualquier laboratoric de bioguimica, también se utilizé un variado nimero de
instrumentos para la conservacién, preparacion de las muestras, medida de diferentes
parametros a estudiar y andlisis de ias distinia actividades enzimaticas. Asi, entre
otros instrumentos se regquirieron balanzas analiticas, pHmetro-conductivimstro,

___________________ Bonflle v e mm s = omam Py e e

nomogeneizadores, centitiugas y un especiiciotometro de ab,
- Homogeneizador Ultra-Turrax® T25.

En la homogeneizacion de los ejfidos de las diferentes partes de las muestras
de cangrejo se utilizé un instrumento conocido como homogeneizador. Este consta de
una punta y un cuerpo donde se encuentra un rotor que hace girar la punta del
homogeneizador. Estas punias son como un émbolo rolatorio que se ajusia a las
paredes del tubo o recipiente que contiene la muesira. Las puntas del aparato son
intercambiables por lo que segin la parte de la muestra a homogeneizar asi se

utilizara una u otra.

Figura 7. Distintos homogeneizadores y puntas ulilizadas.
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- Centrifuga refrigerada BECKMAN COULTERy,; MICROFUGA® 22R.

la centrifugacion es el procedimiento mas ulilizado para separar el
homogenado en las distintas fracciones que lo componen. Cada una de las fracciones
celulares tiene una densidad 0 peso caracteristico, por elio cuando se les somete a
una determinada fuerza centrifuga, los organulos celulares de mayor tamario seran los
primeros en precipifar y 1os menos pesados se mantienen en Ia disolucion.

- Ultracentrifuga Beckman con un rotor de titanio del tipo 50.4 Ti.

La caracteristica de esta Ulracentrifuga es que al alcanzar tan altas
velocidades, se consigue el aislamiento de fracciones celulares de muy baja densidad,
que de ofra forma no se podrian obtener. Esta ultracentrifuga se utiliza con el fin de
aislar la fraccidbn microsomal de la parte media de la lombriz, para de esta forma
analizar la actividad (GST. En la Ultracenirifuga se pueden acoplar diferentes rotores.

En nuestro caso se utiliza un rotor del tipo 50.4 Ti de titanio.

\‘. . . /” ' o T

i

Célulos intagtas

Homogenelzads
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Figura 8. Fraccionamiento celular mediante centrifugacion
& difarentes velocidades.
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- Espectrofotometro de absorcién molecular UV-Vis JENWAY 6400,

Un espectrofotémetro es un dispositive que hace pasar un haz de juz visible o
UV a través de una cubeta llena de liquido y mide la intensidad de las longitudes de

onda que salen.

Entrada de luz 1z eansmitida
h-v h ¥
—_—
e —_— —_— —_—
—_
Transductor
Selector de L (filire) Balida,
TFuente de luz Muzestrn

Flguea XY . Diseio de un equipo expetimeniat para medir absofcion o transmitandia & tna tinica A. La energta dei
fotén=h+ v.

Figura 8. Especirofoiémetiro utilizado para la medida de las disiintas actividades enzimédticas analizadas.

La absorbancia de una muestra es proporcional a la concentracién de la
sustancia que absorbe Ia luz incidente. Experimental se muestra que:

A=abco
La absorbancia {A) es directamente proporcional a.

8: &3 una constante que depende de lg gustancia v ia A de medida.

J
b: longitud del paso éptico a través del cual la luz viaja hacia la muesira.

¢: concentracion de la sustancia que absorbe luz.
Ley de Lambert-Beer.

A (adimensional) = £ {imol-cm} - b {em) - ¢ {molil}

£ = coeficiente de extincion moiar o de absortividad molar.
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RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERIZACION DELSEDIMENTO

Tabta 1. Porcentaje de humedad de los diferenies sedimentios.

. Peso sedimento Pérdida de %
Peso sedimento )
humedo(g) seco(g) peso Humedad
Controf 69,32 4878 20,53 29,50
Puebla de -
Montalban 68,90 50,46 18,44 26,77
Aceca 32,99 28,73 4,25 12,91

El sedimento que contiene una mayor cantidad de agua tras su recogida en los

diferentes puntos de muesireo es el sedimento control, obtenido de la laguna Grande,

de Villafranca de los Caballeros. Le sigue el sedimento recogido en la Puebla de

Montalban y por iltimo, aquel que presenta un menor porcentaje de agua en su

estruciura es ef sedimento de Aceca.

Es un factor a tener en cuenta a la hora de realizar los diferentes analisis del

sedimento. Para corregir esta diferencia de humedad, antes de comenzar la

caracterizacion, se secan todos ios sedimenios en una estufa. De esta forma nos

aseguramos gue la menor © mayor cantidad de agua de las distintas muestras, es un
factor que no interfiere en los resultados obtenidos en el analisis fisico-quimicc del

sadimentos.
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a 2. pH y conductividad de los diferentes sedimenios

pH Conductividad (uS)
Control 89 840
Puebla de
Montalban 78 1189
Aceca 7.3 618

El sedimento que presenta un mayor valor de pH es el sedimento control,
sequido de el de la Puebla y por dltimo ef de Aceca. Aunque |a diferencia entre los
valores no es elevada, pues todos los sedimentos presentan un pH basico, Asi todas
las muestras son de naturaleza alcalina, en especial el sedimento control.

El pH es una de las medidas mas indicativas de las propiedades quimicas del
sedimento, se ve afectado por muchos factores como la naturaleza de la materia
organica, cantidad de cationes y aniones intercambiables...etc.

A la vez el pH influye en la solubilidad de los iones del medio (como es el caso de los
metales) , de tal forma que los iones se encuentran en una forma menos soluble en
medios aicalinos, como ocurre can el sedimento control, que en medios acidos.

De esta forma podemos decir, que el sedimento que presenta una mayor acidez es el
sedimento de Aceca, por elio la solubilidad y por 1anto la cantidad de iones (como son

lo metales) presentes es mayor en el sediento de Aceca.

La conductividad eléclrica es proporcional a la concentracion de sales en la
solucidn y es funcidn de la temperatura. En este caso, el sedimento que presenta una
mayor conductividad es la Puebla de Montalban, seguido por el control y por Gltimo &l
sedimenio de Aceca.
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Tabla 3. Determinacion de cantidad de materia organica (Carbono) en los sedimentos problema,
Volumen de %C org facilmente ° % materia
. . org -
valorante (mi) oxidabie %C org total organica
Puebla de
, 20,0 0,50 0,66
Montalban 1,14
Aceca 19,8 0,53 0,71 1,22
Contol 17 0,35 0,47 C,81

Ef sedimento que presenta una mayor proporcién de materia orgénica es
Aceca, seguide de la Puebla v por Gitimo ef control. Esta materia orgéanica es una
fraccidn a tener en cuenta en el suelo, pues a ella se asoclan un gran niimers de
sustancias, como contaminantes, metales que se encuentran en el sedimento, debido
a gue 105 compuesios organicos del sedimeanto tlenen una alla afinidad por los metales
pesados debido a la presencia de ligandos o grupos funcionales {carboxilo, fendlicos,
alcoholes, carbonilos,...) que pueden formar quelatos con aguelles, formando
complejos organo-metdlicos de gran importancia ambiental. la capacidad de
adsorcion e intercambio de los metales pesados por pante de la materia orgéanica se
debe a su carga negativa.

St comparamos los valores de pH y conductividad de la tabla anterior, con los
valoree de % de materia organica ohservamos como cuanto mas bhasico eg el nH da

un suelo, menor es la cantidad de materia organica en el mismo.
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Tablad. Medidas de pH, condustividad (C) y tempsratura durante el periodo de aclimatacion.

ACUARIO 1 ACUARIO 2 ACUARIO 3 ACUARIO 4

pH] C | T |pH| C | T |pH| C | T |pH|] C | T
{1S) | (°C) {1S) | (°C) {usS) [ (°C) (BS) | (°C)

Semana1 |76 2996 24 8 3048 26 }]74 1877 22 173 2683 21

Semana2 172 242 22 |72 23141 22 |74 2359 21 |72 2077 21

Semana3 {71 291,58 24 |71 2841 24 §71 2528 23 |71 2549 23

Semana4 | 7,3 2806 24 |73 2802 24 |73 2239 23 |73 2367 23

Durante el periodo de adaptacion de los cangrejos en los diferentes
acuarios, el pH se mantuvo entorno a un valor de 7, la conductividad entre 200-
300 (uS) y fa temperatura del agua entre 21-24°C.

Tabia 5. Medidas de pH, conductividad (C) y temperatura durante el periodo de exposicién de los
relos a

cangrejos a 108 aiferentes sedimanios
Sedimento Control Puebla de . Aceca
Montalban : '
pH C T pH C T pH ] C T
uS) | (°C) uS) | (°C) uS) | (°C)

Réplica 1 7,8 3481 23 74 649,4 22 7,4 364,6 22

Réplica 2 7,7 3496 23 7,4 539.4 22 7,3 344 23

Réplica3 | 78 335 23 | 76 e278 23 | 76 4089 23

Durante e periodo de exposicidn de los cangrejos a los diferentes sedimentos
se observa que el pH del agua se mantiene en un valor entre 7-8, este valor es més
elevado en el caso del sedimento control, Para la conductividad, los valores mas altos
se vegistran en el agua del sedimento control.
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ENSAYOS DE TOXICIDAD Y MEDIDA DE BIOMARCADORES

LOS galos se ordenaron utilizando la hoja de caiculo Microsoft Excel,
para posteriormente analizar los datos medianie e! programa estadistico
Statsoft Inc. (2003) Statistica version 6.

El analisis estadistico de los daios comenzd con las siguientes
comprobaciones:

1. Las varnables estudiadas responden a una distribucién normal.

N

Analisis de la hipdtesis:

- HG-1: La respuesta de las diferentes variables es dependiente de la

exposicion a sedimento contaminado.

Las pruebas estadisticas empleadas para la verificacion de la hipotesis se
realizaron atendiendo a un nivel de probabilidad de 0,05. Aquellas variables
cuyo grado de significacion esté por debajo o sea igual al valor 0,05 se
tomaran como significativas, es decir, se admite alguna de las hipdtesis

enunciadas.

1. Comprobacion de la distribucidon normal de las variables (peso, AChE,
GST y MTs) mediante {a aplicacion del test Shapiro-Witk's.

Histoeram: Peso
EgRo\lc W 084, (= 0F7E7
Expacted Hommel
& ; '
X
B

=

=2

Mo, of ohs.

=]

A= Calegory Bardzy

Figura 10, Ejemplo de un grafico del programa Statistien que muestra si 1a variable
analizada {en este caso el pezo) se ajusta a vua distribucién normalmente.

Cuando aplicamos este test estadistico a todas las variables, se observa qgue
ninguna se distribuye normalmente. Por ello, se transforman las variables a
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vatlores logaritmicos y se aplica de nuevo el test Shapirc-Witks para determinar
st despuds de la transformacién se ajustan a una distribucién normal.

o1 at o1 az 23 a4 a5 a8

Figura 11. Represeniaciones graficas en las que en el primer caso, se observa una distribucion normal de 1a variable peso,
mieniras que en el segundo easo, tras la transformacion, si muesira una distribucion normal.

Mediante e! analisis y la interpretacion de los resultados obtenidos después de
aplicar ¢l estadistico ANOVA se obtiene un valor de significacién para cada
variable. Asi podremos aceptar 0 rechazar la hipétesis inicial.

Se realizé el test ANOVA para determinar si el sedimento al cual se
expusiercn los cangrejos a los sedimentos constituye un facior gue afecta a ia
variabilidad de las diferentes variables (peso, AChE, GST, MTs).

Los niveles de significacién (P) obtenidos para la variacion, de cada
parémetro analizado, debido a la exposicidon a diferente muestra de sedimento
son:

Tabia & Valor de significacion de ia variacion de 108 paramsirss anallzados.

PARAMETRO d - Si P> 0,05; variacién no significativa del

Peso parametro analizado.

- 8i P< 0,05; variacion significativa del

AChE

parametro analizado.

i i
Rt 25 i a5 A 5 A i 70 e L
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ENSAYOS DE TOXICIDAD Y MEDIDA DE BIOMARCADORES

Tabia 7. Mortatidad y crecimiento de los cangrejos {peso).

Peso Peso final  Diferencia |Media (g)
inicial (g) (q) (g) Mortalidad
Control R1 26,57 24 67 1,90 0
Control R2 24,50 23,17 1,33 .58 0
Control R2 24,17 22,80 1,37 0
Puebla R1 26 47 25,37 1,10 0
Puebla R2 20,57 18,93 1,63 1,22 0
Puaba R3 24 87 23,85 0,92 4]
Aceca R1 22,87 21,33 1,53 0
Aceca R2 21,97 21,13 0,83 1,34 0
Aceca R3 23,13 21,49 1,64 0

El ntnmero de cangrejos que sobreviven en el periodo de exposicion a los sedimentos
es el mismo fanio si el tenemos un sedimento problema o si el sedimento se trata del
control. Esto es, sobreviven el 100% de los cangrejos expuestos. La mortalidad de los
cangrejos no se ve comprometida tras la exposicién a los diferentes sedimentos del

Tajo.
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El peso de los cangrejos ha modificade durante el periodo de exposicion,
chservandose una mayor disminucion en e peso en los cangrejos sometidos al
sedimento control. Para cada sedimento obienemos una variacién en el peso diferente
pero con valores muy proximos.

Cuando realizamos el test estadistico ANOVA para comprobar si la variacién
en &l peso es significativa con respecto al tipe del sedimento al cual se expongan los
cangrejos, obtenemos un grado de significacion P> 0,05.(Tabla 6) lo que nos indica
que las variaciones en l0s pesos de los organismos no son significativos con respecto
al tipo de sedimento.

Asi, el tipo de sedimento al que se exponen los cangrejos no genera efectos
significativos en el peso.

A} ACTIVIDAD AChE

Tabia B, Actividad AChE en los cangrejos expuesios a diferentas sedimentos.

Actividad
AChE
Sedimento | Réplica| (nmol/min/mg
proteina}
Media sD
R1 10,2 1,85
Control R2 26,4 4,70
R3 21,6 8,48
R1 17,0 8,20
Puebla de
Montalbén R2 6,6 8,85
R3 30,3 15,9
R1 14,8 2,5
Aceca R2 17 2 6.5
R3 18,2 2.4
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Tabla 8. Valores medios de aclividad AChE de {os cangrejos para cada tipo de sedimento.

ACTIVIDAD [DESVIACION
MUESTRA| yieniA ACKE | ESTANDAR
Coniroi 19,4 8,72
Puebla 246 87
Aceca 18,9 4,1

Actividad AChE en cangrejos expuestos a

SETIMENIos

o2
o
<

Actividad AChE
proteina)

{nmolimin/mg de

Control Puebia Acsca
Sadimentos

Figura 12. Representacion grafica de valores medios de actividad AChE en los cangrejos sometidos a los
sedimentos.

En ia tabla 9 donde aparecen los valores medios de actividad de AChE, se ve
cémo la actividad de esta enzima es mavor en {08 cangrejos expuestos al sedimento
de la Puebla de Montalban gue en los expuestos al resto de sedimentos, superando,
incluso, la aciividad en el control.

Comparando loe dos sedimentos contaminados, se observa una inhibicidn de
ja actividad enzimatica en ios cangrejos sometido al sedimento de Aceca, o gue
puede deberse, a que la concentracion de contaminantes en este punto sea mayor
gue en fa Puebia, io que disminuya la aclividad enzimatica de AChE.

Aunque graficamente se observe unha vatiacion en la actividad AChE de los
cangrejos expuestos a los diferentes sedimentos, esta variacién es no significativa
{Tabla 6; P>0,05). Eslo es, la exposicién de los cangrejos a diferentes sedimentos no
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genera variaciones importantes en el peso de las lombrices, de esta forma la variacién
en la actividad AChE de los cangrejos no se explica por la exposicién a diferentes
sedimenios que presentan un mayor o menor grado de contaminacion.

Existen estudios en los que se analizan cdmo olros factores como ia estacion,
la temperatura, el estado nutricional, y el escenario de la reproduccion o la actividad
pueden influenciar la actividad AChE (Jiménez et al. 1988; McDonald et al. 1980;
Rattner and Fairbrother 1851).

Aunque podemos encontrar investigaciones en la que se ha observado una
fuerte inhibicidn de las AChE por la exposicion de los organismos a pesticidads y
metales pesados (Martinez- Tabche et al., 2001; Diamantino et al., 2003)

Asi, en general, las colinesterasas son sensibles a la contaminacion

presentando baja activad de la enzima en presencia de metales pesados. Sin embargo

concentraciones de pesticidas v la inhibicidn de la colinesterasa.
Aunque, como hemos mencionado antes , en nuestro estudio, la variacidn a la

actividad de AChE no se explica por la exposicion a los diferentes sedimentos,

contaminados y control.
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B} ACTIVIDAD G3T

a 10. Actividad G8T sn los cangrejos expuesios a diferenies sedimenios

Actividad GST
(nmoliminimg
Sedimento | Réplica proteina)
NMedia 5D
R1 1,30 4,18
Control R2 0,20 2,07
R3 -1,90 7,45
R1 -1,59 1,24
Puebla de
Montaitban R2 8,29 14,83
R3 4,43 7,69
R1 -2,58 1,61
Aceca R2 -0,57 5,07
R3 -1,86 6,21

Tabla 11. Valores medios de aclividad GST de los cangrejos para cada tipo de sedimenio,

ACTIVIDAD MEDIA | DESVIACION

UESTRA

GST ESTANDAR
Control 0,14 46
Puebla 3,77 8,4

Aceca 1,7 42




Actividad media G5t en cangrejos en diferentes
sedimentos

10

0 I

5 Co&irot Pughla “Ackca

==

Actividad GST
(pmolimin/mg proteina)

Sedimentos

Figura 3. Representacion gréfica de valores medios de actividad GST en los cangrejos sometidos a los
sedimentos.

No se observan (Figura 13) aumentos ni disminuciones significativas (Tabla 8,
P>0,05) en la actividad GST de los cangrejos expuestos a los diferentes sedimentos
del ria Tajo ni en el caso del sedimento contral.

Asi, se puede decir, que el tipo de sedimento {con su mayor o menor grado de
contaminacion) por sl mismo no s un facior que enga un efecto significativo en ia
variacion de la actividad GST de los cangrejos sometidos a los distintos sedimentos.

Aunque en la teoria, la actividad enzimatica GST se ve reducida en
organismos expuestos a medios contaminados, sin embargo estc a veces no ocurre,
Hay gue tener en cuenta la respuesia de diferenies ofganismos acuaticos a ia
contaminacién, como la producida por metales, depende de parametros biologicos
como el pH, la temperatura... v parametros bidticos como la talla, & sexo o la madurez
del animal (O'Hara,1973; Ray 1984) Es decir, existen variaciones en la actividad GST
que no tienen porqué deberse a la exposicion de lpos cangreios a sedimentos

contaminados.
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C) CONCENTRACIGN DE MTs

Concentracion
MTs
Sedimento | Réplica| (H9/9 Peso
htimedo)
Media SD
R1 10,69 2 46
Control R2 5,96 1,07
R3 6,22 1,71
R1 9950 | 909
Puebla de 25,80
Montalban R2 90,54
R3 o6 | 1923
R1 18,73 27.21
Aceca R2 140,42 | 40,69
R3 189,19 | 40,37

Tabla 13. Valores medios de ia concentracion de MTs de os cangrejos para cada tipo de sedimento.

MUESTRA | CONCENTRACION DESVIACION

MEDIA GST ESTANDAR
Control 7.82 28
Puebla 95,23 19,268

Aceca 142,78 50,45




Concentracién de MTe an sangrejosen
difarantes sadimentos
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Figura 14, Representacion grafica de valores medios de la concentracion de MTS en los cangrejos
somelidos a ios sadimentos.

Se detecta un aumento significativo (Tabla 6; P< 0,05} en la concentracion de
metaiotioneinas en los cangrejos expuesios a ios sedimenios procedentes de! rio Tajo,
con respeclo a las conceniraciones medidas en el sedimento control,

De esta forma, podemos decir que el tipo del sedimento at cual es tan
expuestos los cangrejos juega un papel importante en fa concentracion de MTs que
presentan dichos organismos.

Las MTs son proteinas que son sintefizadas por el organismo cuando se
encuentra en un ambiente donde existe contaminacion, especiaimente cuando exisien
metales pesados en e medio. El organismo hace frente a ese exceso de
contaminantes mediante la sintesis de MTs que se unen al contaminante y disminuyen
su foxicidad en el interior del organismo.

Asl, en lagunas especies se ha demostrado la induccién en la sintesis de MTs
debido a los contaminantes metalicos, sugiriendo el uso potencial de la concentracion
de MTs en el organismo, como biomarcadores de exposicion a metales.

Por glla, si an la concentracién de MTe de los cangreios expusstos g log
sedimentos del Tajo, es mayor que ia observada en el sedimento control, podemos
deducir que los sedimentos de la Puebla y de Aceca presentan una mayor
concentracion de contaminanies, pues provocan la induccién de ias MTs, como
mecanismoe de defensa. Dentro de estos sedimentos, aquel que induce mas la sintesis
de la proteina en los cangrejos es el sedimento de Aceca, por lo que presentaria una

mayor cantidad de contaminantes que la muestra recogida en la Puebia de Montalban.
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CONCLUSIONES

- Ensayos de toxicidad clésicos: peso y mortalidad

La disminucién en el peso de los cangrejos tras el periodo de exposicion no es
un buen indicador de contaminacién de los diferentes sedimenios, porque como va se
vio anteriorments, las variaciones en el peso de los cangrejos no se deben a la

exposicion a diferentes sedimentos.

&l cangrejo ~. clarkii es un bioindicador de contaminacién adecuado debide a la
sensibilidad que muestras después de ser expuesios a sedimentos contaminados.
Ademas, su respuesta a ia contaminacion es bastante rapida por lo que muestra
efectos a cortos periodos de exposicion. Asi mismo, su tiempo de vida es apropiado
para realizar ensayos de toxicidad.

El cangrejo muestra tolerancia al contaminante, por ello el indice de mortalidad
que presenta despugds de la exposicidn a sedimantos contaminados s cero.

- Anédlisis de biomarcadores

De los tres biomarcadores analizados, el (nico cuya variacién es debida, de
forma significativa, a la exposicion a distintos sedimentos es el parametro
concentracién de MTS.

Por el contrario, ias variaciones registr stividad GST y AChE de los
cangrejos no estan causadas por el tipo de sedimento al que han estado expuestos.
Durante el experimenio, los cangrejos han pasado de un agua de
mantenimiento (acuarios) que presentaba unas condiciones optimas para el desarrolio
del organismp, a unos sedimenios (Tajo) con unas caracteristicas fisicoquimicas
diferentes. Estos cambios en el medio externo provocan un estrés en el organismo, lo
que se manifiesta como una variacidn de la actividad enzimatica del animal. El
organismo del cangrejo intenta aclimatarse a estas nuevas condiciones exiernas
variando su actividad enzimatica en un intento de mantener sus funciones bioldgicas

dentro de un rango normal.

Independientemente de las variaciones obienidas después de analizar las
aclividades enzimaticas, cabe resaltar fa sensibilidad en ia respuesta que muestran
estos biomarcadores a [a alteracion de las condiciones fisicogquimicas del medio

exierno, como la exposicion de los cangrejos a sedimentos contaminados.
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- Importancia de los biomarcadores

En este estudio se ha comprobado la importancia de los biomarcadores
enzimaticos en la evaluacion de 1a exposicion de diferentes organismos, en nuestro
caso &l cangrejo P.clarkii a sedimentos contaminados. Nos ofrecen datos acerca de
los efectos subletales causados en los organismos por ciertas sustancias. Asf, son una

herramienta complementaria en la evaluacidn de la exposicidon de clerfos

bioindicadores a medios cortaminados.

)

El dnico efecto significativo detectado tras la realizacion del experimento es que

"
la concentracién de MTs varia de forma importante en el organismo tras su exposicion
a un sedimento contaminado. El resto de parametros como la actividad de AChE o
GET en los organismos analizados no dan una respuesta clara de qué le ocurre al
organismo después de la exposicidn a los diferentes sedimentos.

independiente de la afeccidn producida sobre los biomarcadores enzimaticos
debido a ia exposicion a estos sedimentas, parece claro, que la supervivencia del
organismo ne se ve comprometida, al menos a corto plazo tras la exposicion a los

sedimenios que actuaimente se encuentran en el Tajo.
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MODIFICACIONES



MODIFICACIONES CON RESPECTO AL PROYECTO INICIAL

Durante la realizacidn del proyecto, nos encontramos con una serie de dificultades
gue nos hizo ir modificando en parte el proyecto que en un principio se planed. Asi las
modificaciones mas importantes se centran en los diferentes organismos
bioindicadores a analizar.

Asl, en un principio, se planted abarcar no solo cangrejos, sino también dafnias
{puigas de agua) y peces. Pero debido a la dificultad gque nos suponia su
mantenimiento en el laboratorio, tuvimos que desistir en trabajar con estos
organismos. Como ejemplo, tenemos el probiema de las gambusias. Cuando en ios
diferentes acuarios se afiadian mas organismos caplurados, se producia un aumento
de las en nimero de mueries de [as gambusias. De esta forma era muy dificil trabaja
con el niimero stficiente de organismos.

Surgieron dificutades a la hora de maniener las condiciones dptimas para la

U R 1

supeivivencia de ios diferentes organismos, pues algunos de ellos son muy sensibles
por ello hay que controlar adecuadamente todos los factores que les afectan v que

3 £ ]
podrian falsear ios resultados obienidos.

i os resuitados obienidos no marcan el finai de la investigacion, sino ei inicio de
muchas otras que fleguen a aportar mas datos a cerca de las complejas relaciones
hombre, contaminacic y medio natural. Deiando asi la puerla abierta queda para

futuras investigaciones.
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