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RESUMEN

LosvertidosdehidrocarburosenlaBahiatienen un efecto sobrelosorganismosquelapueblan, especialmenteenlossésiles.
Aqui englobamos al erizo comun. Se estudia la reaccion ante diferentes hidrocarburosy a distintas concentraciones, tanto
en su fecundacién y desarrollo embrionario, como en la respuesta del sistemainmune.

INTRODUCCION

El trabajo pretendeva orar laincidenciadelosvertidos de diferentes derivados del petroleo sobre el desarrollo embrionario
del erizo comdn (Paracentrotus lividus).

El erizo com(n, nospareciaun buen bioindicador paramedir como pueden afectar diferentescompuestosy concentraciones
a desarrollo embrionario en sus primeros estadios.

De igual modo, se pretende valorar la incidencia de los hidrocarburos sobre el sistema inmunitario del erizo comun
(Paracentrotus lividus).Larespuestadel sistemainmunitario alos contaminantes se midio através de lahemolinfadelos
erizos en las tres pruebas realizadas en nuestro trabajo: medicion de los radicales de nitrgeno, quimioluminiscenciay
viabilidad; todo ello en condiciones in vitro.

Lamedicion delaconcentracion delos radicales de nitrégeno se realiza porque es uno delos sistemas de defensa del erizo.
Son productos téxicos y los utiliza para eliminar el patégeno.

La prueba de quimioluminiscencia se realiza debido a que la estimulacion de los fagocitos de la hemolinfa produce un
aumento del consumo de oxigeno (Adema et al 1991, Anderson 1996A) .El estallido respiratorio provoca la emision de
fotones, que son medidos por el Flouroskan.

Por tltimo laviabilidad mide la cantidad de células que sobreviven al tratamiento. El rojo neutro se adhiere alamembrana
celular de las células vivas: laintensidad del rojo determing, por tanto, las células supervivientes.

Se pretende determinar como influyen diferentes compuestos en distintas concentracionesin vitro y a semejanza de como
se puede dar en € medio marino después de un vertido, en el sistema inmunitario del erizo comin.
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MATERIAL Y METODOS
Desarrollo embrionario

* Caracteristicas del Erizo comin (Paracentrotus lividus) y otros
erizos presentesen ¢ litoral de Algeciras

El erizo comdn, €l més abundante en la zona, se caracteriza por su
aspecto globoso, cuyo caparazon esta recubierto de espinas que le
protegen y le permiten desplazarse por el fondo marino. Selocalizaen
la costa a una profundidad entre 0 y 80m. Como todo equinodermo,
tiene capacidad de regeneracion. Se hallaen todo tipo de colores salvo
1| ennegro. Seencuentrasobre arenay sobreroca. Serecubre deconchas,
piedras y algas como defensa y para evitar la luz intensa. Ademas
perfora las rocas.

Figura 1. Erizo comdn (Paracentrotus lividus)

+ Meétodo de extraccion de los gametos

Se toma un erizo comdn del acuario y se depositd en un recipiente que posee agua de mar (pasterizada) que lo cubria
completamente. Aqui fue sometido a la estimulacion y liberacion de gametos. Se estimul6 la secrecion de gametos
aplicando una corriente eléctrica de 30 V 'y 50 mA mediante un transformador durante 12 s. En cuanto comienza la
secrecion, setomé con unapipetade 1 ml y se deposit6 en un tubo de ensayo. El erizo de mar pasd aun segundo acuario.
Todas las muestras de gametos masculinos fueron posteriormente pasadas a un tubo de ensayo mayor. Igualmente las
de 6vulos. Conseguimos por tanto un homogenizado de |las muestras.

¢ Preparacion de las soluciones base para €l desarrollo embrionario.
Preparacion de las soluciones de cultivo.

Se tomd 0,1 ml de cada compuesto y se vertio en 100 ml de agua de mar previamente pasterizada a 70°C; de esta
concentracion (una vez bien agitada) se tomaron tres muestras de 0,1 ml y se vertieron en 10 ml de agua de mar
(concentracion 1/100.000), en 50 ml (concentracion 1/500.000) y en 200 mi (concentracion 1/1.000.000). Posteriormen-
te, de cada solucidn se prepararon 20 preparaciones en 1os respectivos tubos de ensayo, en los que se depositaron
soluciones que portaban espermatozoides y évulos. Por tanto los Gvulos se fecundaban en las soluciones preparadas.

Al cabo de 72h, se comenzd a tomar muestras de cada tubo de ensayo (dos por tubo) en una cantidad de 1ml y se
observaban amicroscopio, contabilizandose lapresenciade mérulasy el ndmero de células que aparecian. Serealizaron
un total de 120 observaciones a microscopia, que correspondian a 10 observaciones por cada compuesto organico y
concentracion. La visualizacion se realizo de modo ordinario a 100 aumentos.

L os datos observados fueron procesados en los siguientes programas informéaticos. Microsoft Excel 2000, Sigmaplot
2001, Minitab 13.

Sistema inmunitario

Para su posterior utilizacion en las pruebas, se realiz6 una extraccion de hemolinfa, en la zona carnosa que se encuentra
arededor de laboca

Se obtuvieron lentamente 10 ml de hemolinfa que depositabamos en tubos de ensayo colocados en unacaja con hielo para
conservar las células. Loserizosalos que seextrgjo lahemolinfa, no habian sido expuestos aningin contaminante, yaque
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Figura 2. Mérulas de 2, 4, 8 y 12 células respectivamente.

los hidrocarburos (gasoleo y aceite base) se les afiadirian en los pocillos con las siguientes concentraciones [directa
(Gnicamente contaminante), a 1:2, 1:100, 1:1.000, 1:1.000.000 y la muestra control] y en los dos diluyentes utilizados
DMSOy FSW. El DM SO facilitaladispersion delas sustancias organicas, en este caso loshidrocarburos, conlahemolinfa.

Con cada pool se realizaron las siguientes pruebas, haciéndose las medicionesalas 2 y alas 24 horas.
» Medicion dela produccion de radicales de nitrdgeno.

La produccidn de los radicales de nitrégeno es un método de defensa utilizado por €l erizo para eliminar sustancias
nocivasparasu desarrollo. EI NO esunasustanciatoxicatanto paral osagentesnocivosque atacan el sistemainmunitario
del erizo, como parael propio erizo, esdecir, estarespuestapor partedel erizosi nolograanular el agentenocivo le puede
llevar ala autodestruccion.

Se cuantificalaconcentracion de nitrito utilizando lareaccion de Griess, cuyo protocol o sequido por nosotrosese siguiente:

- Setoman 100 ml/ pocillo de hemolinfa.
- Setomaun control de 100 ml de FSW (agua de mar) en tres pocillos por cada pool.
- Seespera 30" a 15°C (para que precipiten los hemocitos).
- Se afiaden 100 ml/ pocillo de Zymosan 100 mg/ml (asi la concentracion de Zymosan final en el pocillo sera de
50 mg/ml)
- Cada pocillo tendra de 50 mg/ml.
- Seincubar 2 h a15°C.
- Setransfieren 50 ml de cada pocillo a otra placa.
- Seafiaden 100 ml de Reactivo A y 100 ml de Reactivo B, se dgja5' a 15°C y se lee la absorbancia a 540 nm.
- Finalmente se mide en el espectrofotdmetro (Labsystem iems Reader MF/ Type 1410/ Serie 14100-137)
Se estimala concentracién de nitrito presente en los sobrenadantes comparando |a absorbanciaala de concentraciones

conocidas de NaNO, (1, 5, 10,25, 50 Y 100 mM). Para comprobar que €l patron utilizado funciona correctamente
afiadimos en una placa 50 ml de NaNO, y a continuacion 100 ml de los reactivos A y B.

Reactivo A: 1% sulfanilamide en 2.5% de H3PO4. (50 ml)

H;PO, Stock (85.34%) 1465 ml
H,l), 48.5 ml
Sulfanilamida (.5 ar

Tabla 1. Composicion del reactivo A.
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Reactivo B (Fotosensible): 0.1% N-naphthyl-ethylenediamine en 2.5% de H3PO4 (50 mi)

PO, Stock (85.3%) 1.465 ml
H:ly 48.5 ml
N-naphthyl, | 005 or

Tabla 2. Composicion del reactivo B.
La medicion se realizé con un espectrofotémetro Labsystems iEms Reader MF/ Type 1410 serie 140100 _137.

El programainformético utilizado parainterpretar losdatosfueel Ascent softwarefor EM SReader MFy parael tratamiento
estadistico utilizamos Microsoft Excel. Por ltimo se realizd la misma prueba a las 48h de la exposicion a tratamiento.

¢ Quimioluminiscencia

Losfagocitos del sistemainmunitario del erizo comdin al ser estimulados por alguin agente nocivo o extrafio, aumentan
su consumo de oxigeno, |o que provoca un estallido respiratorio, generando unaemision de fotones. Lamedicion dela
energia luminica nos determinala mayor 0 menor presencia de agentes nocivos.

Este ensayo se hace en una placa de 96 pocillos. El protocolo a seguir es el siguiente:
Afiadir 100 ml de hemolinfa/ pocillo.

Esperar 30 minutos a que precipiten los hemocitos (a 15°C).

Mientras, preparamos la solucién de luminol con el estimulo:

- Stock luminol: 0,018 g luminol en 1 ml DM SO. Envolver en papel de plata, y preparar sempre en e momento
(no guardar).

- Solucidn de trabajo de luminol: 15 ml stock luminol en .5 ml FSW. Envolver también en papel de plata.

- Paraél estimulo estandar (Zimosan 1 mg/ ml, concentracion final en el poc.): 500 ml stock Zimosan en FSW (20
mg/ ml) en 4,5 ml de solucion de trabajo de luminol. Mantener asimismo en oscuridad.

Afiadir 100 ml/ pocillo delasoluci6n detrabajo deluminol con Zymosan, einmediatamente medir luminiscencia(cuatro
medidas consecutivas cada 10 min):

Medida con el Flouroskan Ascent FL Type 374, Serie 374022533-C que realiza medidas cada cinco minutos durante
35 minutos.

Este tratamiento se midié ala 24 y 48 horas de la exposicion.
+ Viabilidad de hemocitos con rojo neutro.

La viahilidad mide la cantidad de células que sobreviven al tratamiento. El rojo neutro se adhiere a la pared de la
membranacelular delascélulasvivasy semidelaintensidad del rojo que determinalacantidad de célulasvivas. Cuanto
mayor es laintensidad mayor es la cantidad de células vivas.

- Seafiade 100 ml hemolinfa/ pocillo en una placa 96, por triplicado.

- Esperar 30" a 15°C (tiempo de adhesion de los hemocitos a fondo del pocillo).

- Afadir 200 ml de rojo neutro working solution.

- Incubar una hora en oscuridad a 15°C.

- Eliminar €l sobrenadante por volcado.
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Figura 3. Recuento de células mediante microscopio.

- Lavar con 100 ul de FSW'y eliminar de nuevo por volcado.
- Afiadir 100 ul de solucion de lisis de los hemocitos.

- Incubar 10 minutos en agitacion, en el propio Multiscan, y medir a continuacion ABS a 540. Para ello, hay que
tener el aparato conectado al PC (esel software que permite agitar mejor), y programar laagitacion de 10 minutos
a1.020 rpm (vienen esasrpm por defecto) y luego inmediatamente lamedidade ABSa540nm . Laconcentracion
de hemocitos sera muy baja si la absorbancia es menor de 0,2.

Soluciones utilizadas:;

- Stock de rojo neutro 0,4%: 20 mg (0,02 g) de rojo neutro + 5 ml FSW. Guardar en oscuridad a RT.

- Rojoneutro Working sol ution: cal cular su concentracion paraquela[rojo neutro] final en el pocillo seade0,004%.
En este caso (100 ul de hemolinfa + 100 ul de Working solution), necesitamos que la Working solution sea
0,008% de rojo neutro (hacer una dilucion 1:50 del stock en FSW).

- Solucion de lisis de los hemocitos: 50% etanol- 1% &cido acético, en dH,0.
Las mediciones se obtuvieron con el espectrofotometro anteriormente mencionado.
* Recuento de células

Realizamos un recuento de células, distinguiendo las vivas de las muertas para |os erizos que se habian expuesto a
contaminantes durante 48 horas.
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Para ello utilizamos estéreomicroscopios Gpticos inversos, y colocamos hemolinfa en portas con rejillas. Para realizar
lasmedicionesdividimoslasrejillasen cuatro zonas, turnandonos pararealizar laestimacion del nimero decélulasvivas
y muertas, después realizamos la media para verificar los datos de viabilidad obtenidos anteriormente.

Las mediciones seredizaron alas 2 y alas 24 horas.

RESULTADOS
Desarrollo embrionario
 |nfluencia dela contaminacion en € desarrollo embrionario

Enel diagramade barras serepresentael promedio de embriones encontrados por ml de cadacompuesto. Si describimos
lavariacion del nimero de embriones seglin laconcentracion, se apreciade mayor amenor variacion, el siguiente orden:
crudo, aceite base, gasoil y fuelail. Es en este Ultimo donde el nimero de embriones sufre ligeras variaciones de 1,E-
06 a2,E-06. En el crudo si ve afectado €l ndmero de embriones a pasar de una concentracion aotra. El crecimiento a
1,E-05sedadeunmodo claro sblo engasoil, por tanto, el compuesto con unimpacto negativo menor aesaconcentracion.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos por cada compuesto y segun la concentracion, el nimero de
embriones encontrados y su estado de desarrollo.

El descenso gradua del nimero de mérulas segin el nimero de células que lo componen parece normal. Tanto a
concentracion 1,E-06 como 2,E-06 se observan gjemplares menos y més desarrollados. Conforme aumenta el nimero
de células en las mérulas, éstas se presentan en menor nimero. A concentracion 1,E-05 solo se observan y de modo no
significativo morulas de dos células. Dado € valor tan minimo, consideramos que el dato puede ser debido a la
contaminacion.

El descenso gradual del nimero demaérul asseguin el nimero de célulasquelo componen parecenormal. A concentracion
1,E-06 seobservaunadisminucion gradual del nimerodemorulas. A 2,E-06 seobservaesagradualidad conladiferencia
de apreciarse unos resultados similares de morulas desarrolladas. A concentracion 1,E-05 se observa un crecimiento
a eatorio que determina unas condiciones estresantes, pero que a aparecer mérulas desarrolladas, nos da unarazén de
una capacidad de desarrollo, aunque minima. Aqui desechamos darle un valor nulo.

La observacion de morulas con 3y 6 células puede considerarse andmala. Hemos querido reflejar estos datos a pesar
de saber que lo [6gico es considerarlas de 4 y 8 células respectivamente. Esta observacion puede deberse, bien ano
apreciar con nitidez otras célulasintegrantes, bien porque en el proceso mitético en el que estan inmersas, se hayavisto
bloqueado en alguna fase de su desarrollo.

Lagraduaidad del nimero de morulas comentada en anteriores casos se manifestaria si englobdramosen 4 lasde 3y
4,yen8lasdeby 8.

Es destacable el crecimiento tan alto de mérulas a 1,E-06. Sin embargo € crecimiento a 2,E-06 es bgjo con respecto a
laanterior y esnulo a 1,E-05. A este valor esta claro que lainhibicion es total en cuanto a desarrollo.

Aplicando los comentarios sobre el nimero de células presentes en las mérulas que observamos en la gréfica anterior,
se aprecia una gradualidad en el desarrollo, a excepcion de las mérulas con 12 células donde existe un importante
crecimiento, tanto a 1,E-06 como especialmente a 2,E-06, donde su presencia es mayor que en 4y 8 células.
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Figura 4. Crecimiento embrionario por compuesto organico y concentracion.
N=10 para cada concentacion

Figura5. Promedio de mérulas paracadaconcentacion. Losnimerosen el gede
abscisas corresponden a nimero de células que componen cada mérula.
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Figura6. Promedio demdrulas paracadaconcentacion. Losnimerosen el gjede
abscisas corresponden al nimero de células que componen cada mérula.

Figura7. Promedio de mérulas paracadaconcentacion. Losnimerosen el gede
abscisas corresponden a nimero de células que componen cada mérula.

Sinembargo, latasade crecimiento esbaja, si |acomparamos con otros compuestos analizados. A concentracion de 1,E-
05 se aprecian mérulas de 2 células de modo reducido. Y a que no se observan de otros tamafios, podemos considerar
esta concentracion como limitante y por tanto darle el valor nulo ala presencia de mérulas.

El crudo inhibe totalmente el crecimiento en la concentracion 1,E-05, es decir, es nulo. Como se aprecia en la curva
tendencia, también a concentracionesinferiores seinhibe el crecimiento. En la concentracion 2,E-06 lainhibe, pero no
tan radicalmente como en laanterior y en 1,E-06 lainhibicion del crecimiento es casi nula En los deméas compuestos
lainhibicion que se produce mantiene una mayor constancia frente al crudo, ya que su curva polindmica tiene una
pendiente muy pronunciada. Lacurvadel aceite base se puede considerar detransicion entreel crudoy lasdemas, aceite
basey gasoil poseen unosvaloressimilaresal,E-06y 2,E-06, variando significativamentelosresultadosa 1,E-05. Sélo
el gasoil presenta una tasa de crecimiento a una alta concentracion, siendo las demas précticamente cero.

Esta grafica nos muestralasimilitud de los efectos de |os compuestos estudiados en sus diferentes concentraciones. El
grupo que muestramayor similitud estaformado por crudo, aceite base, y fuel oil; todos aunaconcentracion 1/ 100.000.
Enellosel crecimiento esnulo. A excepcion del gasoil, en todos |os deméas compuestos, la concentracion 1,E-05inhibe
el crecimiento.
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Figura8. Promedio de mérulas paracada concentacion. Losnimerosen el ejede
abscisas corresponden a nimero de células que componen cada morula.

Figura 9. Curvas tendencia de distribucion para cada compuesto. Nimero de
moérulas/ ml. Relacionando latasa de crecimiento embrionaria con laconcentra-
cion. Se exponen las funciones polinémicas y €l coeficiente de Pearson. Trazo
continuo: cruso; Trazo discontinuo (rayas): aceite base; Trazo discontinuo
(puntos): gasoil; Trazo gris: fueloil.

Figura 10. Andlisis de clster, método simple. Diferente comportamiento del
desarrollo embrionario seglin compuestoy concentracion. “c": crudo; "g": gasoil;
"d": aceite base; "f": fuelail; "15": 1,E-05; "26": 2,E-06; "16":1,E-06.

Figura 11. Andlisis de los componentes principales. Asocidndolos por su
proximidad en cuanto ala distribucién de nimero de morulas de cadatipo. "c":
crudo; "g": gasoil; "a": aceite base; "f": fueloil; "15": 1,E-05; "26": 2,E-06;
"16":1,E-06.

El siguientegrupo con val oresque poseen similitud seriael formado por el gasoil 1/100.000, el crudo 1/500.000, el gasoil
1/500.000, € fuel oil 1/1.000.000 y por Ultimo, a mas distancia, el fuel oil 1/500.000. De esta segunda asociacion
podemos destacar la similitud de valores obtenidos en torno ala concentracion 2,E-06, tanto en gasoil, crudo como
fueloil. Observar el pobre desarrollo embrionario ala baja concentracion de fuelail.

El siguiente grupo es el formado por €l gasoil 1/1.000.000 y &l aceite base 1/500.000.

Los dos compuestos més al€jados son aceite base 1/1.000.000 y el crudo 1/1.000.000. Por tanto, el mayor desarrollo a
hajas concentraciones se da en el siguiente orden: crudo, aceite base, gasoil, fuelail.

F26'y 16 presentan una uniformidad tanto en sus valores globales como en su distribucion por el numero de células
presentes. ¢16 presentalamayor el mayor nimero demorulas. A16 seriael segundo valor enimportancia. g16, g26, c26
y a26 presentarian unos valores intermedios con respecto ala mayor tasa de crecimiento y la menor tasa, contituida

por c15, {15, al5y g15.
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Figura 12. Eje Y: valores obtenidos en la medicion [NO]. Eje X: distintas concentraciones del compuesto paran = 72.
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Figura 13. Eje Y: valores obtenidos en lamedicion [NO]. Eje X: distintas concentraciones del compuesto paran = 72.
Sistema inmunitario
1. Alas2horas
1.1. Concentracion de radicales de nitr6geno

Seobservaqueen el indicede estimulacion del gasoleo adoshorasen DM SO, esmayor alaconcentracion 1/1000. El indice
de estimulacion en FSW es mayor a la concentracion 1/100, siendo las demés muy inferiores a ésta.

El indice de estimulacion del aceite base en DM SO alas dos horas, es mayor en la concentracion 1/100. En FSW (agua
de mar) es mayor en la concentracion directa.

Se aprecia como el Zym genera una respuesta mayor en todos los casos. Con €l control, la mayor respuesta se daala
concentracion 1/10 E6. La presencia de DM SO permite unamejor disolucion de los hidrocarburosy por tanto una mayor
reaccion del sistema inmune.

1.2. Quimioluminiscencia/Viabilidad

Mayor concentracion en el control de aceite base con agua de mar (FSW). Mayor concentracion a 1/2 en aceite base con
DMSO.

61



Almoraima, 35, 2007

dencis

1

1100

ROAVIAR, sceite base (FSW]) 2 horas

BIVH @ DONTROL

1000 14710 £6 contimd

NV VIAR. scede bawe (DME0O), 7 kBaras

RN E 145 1AAN0ED VARG 1470 B sammsl

2ITd @ CONTAROL

Figura14. EjeY: valoresobtenidosenlamedicion [NO/viab]. Eje X: distintas concentracionesdel compuesto paran =72 en comparacion entre Zymy control (FSW).
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Figura15. EjeY: valoresobtenidosenlamedicion [NO/viab). Eje X: distintas concentraciones del compuesto paran = 72 en comparacion entre Zymyy control (FSW)
en su caso y Zym/control (DMSO) en otro caso.
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Figura 16. Eje Y: valores obtenidos en la medicion [Cl/viab]. Eje X: distintas concentraciones del compuesto paran = 72.
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Figura 17. Eje Y: valores obtenidos en la medicion [Cl/viab]. Eje X: distintas concentraciones del compuesto paran = 72.
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Figura 18. Eje Y: valores obtenidos en la medicion [NO]. Eje X: distintas concentraciones del compuesto paran = 72. DMSOy FSW.
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Figura 19. Eje Y: valores obtenidos en la medicion [NO]. Eje X: distintas concentraciones del compuesto paran = 72. DMSOy FSW.
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Figura 20. Eje Y: valores obtenidos en la medicion [NO/viab]. Eje X: distintas concentraciones del compuesto paran = 72. DMSO 'y FSW.
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Figura21. EjeY: valores obtenidos en lamedicion [NO/viab). Eje X: distintas concentraciones del compuesto paran = 72 en comparacion entre Zym/control (FSW)
y Zym/control (DMSO).
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Figura 22. Eje Y: valores obtenidos en la medicion [Cl/viab]. Eje X: distintas concentraciones del compuesto paran = 72.
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Figura 23. Eje Y: valores obtenidos en la medicion [Cl/viab). Eje X: distintas concentraciones del compuesto paran = 72.

Lamayor concentracion: 1/2 con gasdleo en agua de mar (FSW). Mayor concentracion: 1/2 con gasoleo en DMSO alas
dos horas.

2. Alas24 horas.
2.1. Concentracion de radicales de nitrdgeno.

Se observa que en el indice de estimulacion del gasoleo a 24 horas en DM SO, es mayor ala concentracion 1/100. En e
gastleo a 24 horas en FSW (agua de mar) es mayor ala concentracion 1/10 E6.

Seobservaqueen el indice de estimul acion del aceite base a 24 horasen DM SO, esmayor alaconcentracion 1/2. mientras
que en FSW (agua de mar), se aprecia un mayor valor en la concentracion 1/100.

En la concentracion 1/1.000 los datos no son fiables debido a un error humano.
2.2. Quimioluminiscencia/Viabilidad

Mayor concentracion: directacon gasoleo en DM SO alas 24 horas. Mayor concentracion: 1/100 con gasoleo en FSW(agua
de mar) alas 24 horas.

Mayor concentracion: 1/10 E6 con aceite base en DM SO alas 24 horas. Mayor concentracion : control con aceite base en
FSW(agua de mar) alas 24 horas.

DISCUSIONES

El compuesto contaminante estudiado con mayor densidad y adherencia es el fueloil, sin embargo, €s el compuesto que
menos se dispersa en el medio, mientras que los mas dispersantes son €l aceite base'y el gasoil. Existe unarelacion entre
el aceite basey el gasoil, ya que los valores de densidad, adherenciay dispersion son semejantes.

Desde el punto de vistafisico, los compuestos con mayor densidad y adherencia tendran una dispersion menor y por tanto
su capacidad de contaminacion se vera reducida en €l espacio. Por tanto, € fueloil y € crudo serian los compuestos que
contaminarian mas en las zonas donde son vertidos y el gasoil y aceite base, contaminarian en menor intensidad, pero en
mayor extension por su capacidad de dispersion. Al expandirse sobre mayor superficie, suincidenciasobre los organismos
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serdmayor, especiamente sobrelossésilesolosquevivan en el fondo con unacapaci dad de desplazamiento limitada, como
es el caso de los erizos de mar.

Desde la no tan hipotética situacion de un vertido en la bahia de Algeciras, debido a intenso tréfico maritimo, podemos
seffalar 1as repercusiones que para las zonas supralitoral, mesolitoral e infraitoral tendria.

Por su adherencia, especialmente el fueloil y secundariamente el crudo, tendrian un impacto negativo sobre las zonas
supralitoral y mesolitoral. Los ecosistemas que ocupan lafranjamesolitoral serian destruidosy conforme nosintroducimos
mar adentro, quedarian seriamente afectadossi laconcentracion esinferior al,E-06. Lazonainfralitoral severiaseriamente
afectada en € lugar del vertido, dadas |as caracteristicas de estos fluidos. En el caso del fueloil, la tolerancia es menor y
tendria efectos mas negativos que el crudo aigual concentracion.

En los casos de gasoil y aceite base, tendrian un efecto mas amplio en la zona, puesto que su capacidad de dispersion es
mayor a los citados anteriormente. Dada una adherencia menor a los anteriores, su efecto sobre la zona supralitora y
mesolitoral seria menos permanente, aunque su presenciaen el medio determinaria a concentraciones atas unatolerancia
cero. Conviene matizar que €l gasoil es el compuesto que permite un crecimiento a 1,E-05 y por tanto unido a las
caracteristicas mencionadas, podria resultar e menos dafiino para el medio.

En cuanto a desarrollo embrionario se haobservado que el crudo, posee ladistribucion masirregular de valores obtenidos
para cada una de las concentraciones tratadas. Presenta la mayor tasa de crecimiento embrionario en 1,E-06 con 22,6
mérulas por mililitro, lamenor tasade crecimiento a2,E-06 con 4,7 mdrulas por mililitroy enlaconcentracion 1,E-05 una
tasa cero. En este compuesto las concentraciones tratadas responden a los valores donde su incidencia es letal para €
crecimiento (1,E-05) y cercanaalainhibicion latasa de 2,E-06. Por tanto, a altas concentraciones lainhibicion estotal y
a bajas concentraciones lainhibicion es nula.

El fueloil presentaunatasa de crecimiento similar alas concentraciones 1,E-06 y 2,E-06. Ambos val ores representan un 25%
aproximado del valor medido enel crudo a1,E-06, muy por debajo del desarrollo posible. A concentraciones menores se debe
dar un mayor crecimiento embrionario. A 1,E-05 |atasa embrionariaes nulay por tanto idéntico valor que en el crudo.

El aceite base presenta la segunda mayor tasa de mérulas a 1,E-06 y la mayor tasa a 2,E-06. Considerando los tres tipos
de soluciones que han sido estudiadas, €l aceite base presentalamejor proporcionalidad de crecimiento. Se observa una
inhibicion proporcional enlamedidaque aumentalaconcentracidn, hastallegar al crecimiento cero, queesel considerado
a concentracion 1,E-05.

El gasoil esel (inico compuesto de |os analizados que presenta un crecimiento de morulas a 1,E-05. Por tanto es el menos
contaminante de todos, si bien es cierto que, 10s valores de aparicion de morulas en gasoil en las concentraciones 1,E-06
y 2,E-06 serian los terceros en importancia. La concentracion limitante de mérulas se halla por debajo de 1,E-05. Los
valores de crecimiento son proporcionales. a menos concentracion de gasoil, mayor nimero de morulas.

Por |as propiedades fisicas, se encuentrauna similitud entre el aceite basey €l gasoil, sin embargo, las pruebas biol gicas
manifiestan claras diferencias en cuanto a latolerancia a gasoil por parte de las morulas generadas.

Atendiendo a contenido en azufre de cada uno de los compuestos sefialados, se aprecia que es méas ato en fuelail, en
segundo lugar en aceite base y en tercer lugar en el crudo. Se puede establecer una concordancia entre estos valoresy los
resultados obtenidos en lostres compuestos, donde, aconcentracion 1,E-05, no se apreciacrecimiento. El gasoil manifiesta
crecimiento a esa concentracion y es, de los cuatro compuestos tratados, €l que menos proporcion de azufre presenta, por
tanto, se puede deducir que € azufre es uno de los elementos que inhibe el crecimiento de las morulas.
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Sobre el desarrollo del niimero de células enlas mdrulas, los resultados obtenidos muestran unarel acién que consideramos
normal, puesto que € mayor niimero de mérulas correspondera alas que posean menor nimero de células.

Dado que lafecundacidn de los vulos se ha dado en las soluciones preparadas, quedaria por resolver si lainhibicion se
da en la fecundacion, o si ésta se da en las sucesivas divisiones mitéticas del desarrollo embrionario. La presencia de
mérulas con distinto nimero de células manifiesta que se daen el crecimiento.

Hemos profundizado en €l conocimiento del sistemainmunol 6gico bésico del erizo, estudiando ladiferente respuestaalos
distintos agentes y concentraciones gue actlian sobre |os erizos.

Dadaslascaracteristicasdeloshidrocarburos, compuestos hidréfobos, podiaser deinteréscomprobar laincidenciadeestos
compuestos sobre |os erizos, bien en agua de mar libre (FSW) o bien en DM SO, medio que permite una mayor dispersion
en lahemolinfa. Los compuestos utilizados han sido aceite base y gasoil para el estudio in vitro.

- Concentracion de radicales de nitr6geno

Seobservaqueen el indice de estimulacion de aceite base en DM SO ados horasy 24 horas existe unarespuestasimilar.
Muestra una ascenso de directa a 1/2, luego se produce un descenso en concentraciones medias(1/1.000) para, a
continuacion, ascender con concentraciones bajas.

En 2 horas, se apreciaque € mayor indice de estimul acién corresponde ala concentracion 1/100, que Se contrapone con
el nivel observado en la misma concentracion (1/100) en 24 horas.

En el indice de estimulacion del aceite base en FSW ados horasy 24 horas obtenemos que, alas dos horas existe una
disminucion delaestimulacién conforme se disminuye laconcentracion (aaltas concentracionesno se produce estimul o
aguno; a1/100 se produce un gran aumento que disminuye progresivamente en concentraciones mashajas), al contrario
de la que sucede alas 24 horas(aumento progresivo a disminuir la concentracion)

En ¢ indice de estimulacién del gasdleo en FSW a dos horas y 24 horas se aprecia que, alas 24 horas se produce un
crecimiento progresivo a menor concentracion siendo nulas las concentraciones directa y control . A las dos horas
asciende hasta 1/100, baja en la concentracion 1/1.000 y una ligera subida en |as otras concentraciones.

En e indice de estimulacion del gasoleo en DMSO a dos horas, se aprecia una estimulacion similar en todas las
concentraciones, aunque en 1/2'y 1/1.000 la estimul acion es ligeramente superior. Respecto a 24 horas se observauna
espectacular estimulacion a 1/100 disminuyendo a 1 /1.000 y aumentando en € control.

En cuanto al NO/viabilidad observamos que tanto alas dosy las 24 horas el Zymosan alcanzan mayores valores que
el control (DMSOy FSW). Las mayores diferencias se encuentran entre el Zymosan y el control(FSW) en €l aceite
bhasey el gasoleo a 24 horas, siendo el control muy inferior en estas gréaficas.

- Quimioluminiscencialviabilidad

En gasoleo doshorasy 24 horasen DM SO se observaunadistribucion similar enlamayoriadelos casos(decrecimiento
hasta concentraciones medias y crecimiento a partir de concentraciones inferiores).

Enel gasdleoen FSW alasdoshoras, losval ores obtenidos son muy pequefios, salvo un pico elevado enlaconcentracion
a 1/2, mientras que en 24 horas |0s valores son mucho més elevados y se mantienen constantes.
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En ¢l aceite base en DMSO ados horasy 24 horas, se pueden observar que 10s resultados que obtenemos son inversos
(cuando en 2 horas se produce un aumento, en 24 horas se produce una descenso)

En aceite base en FSW a dos horas y 24 horas, se observa un ritmo casi idéntico en la gréfica (aceite base, gasoil).

Podemos apreciar que € indice de estimulacion en presencia de DM SO cuando la concentracion es directa, escero en
el aceite base, lo que da entender que es letal mientras que el gasdleo manifiesta respuesta en exposicion directa, por
tanto,es menos nocivo que el aceite base.

Sin embargo en agua libre observamos un comportamiento inverso. El aceite base se manifiesta menos nocivo que el
gasoleo como se puede apreciar en las gréficas correspondientes. Por tanto en el mar, el gasoleo aiguales concentra
ciones tiene un caracter mas letal que el aceite base. En combinacion con otros compuestos el aceite base se presenta
mas nocivo que e gasoil.
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