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Resumo

Debido a sua elevada correlacion, a primeira medida bioloxica para a
biomonitorizacion da contaminacién por TBT (do inglés tributyltin) no medio marifio foi o
estudo do imposex (i.e. superimposicion dos caracteres sexuais masculinos nas femias de
gasterépodos marifios). No presente TFG analizamos unha poboacién do molusco
Nassarius reticulatus (L.) do Castelo da Palma (Mugardos, ria de Ferrol, A Corufia) no ano
2015 prestando especial atencion ao VDSI (do inglés Vas Deference Sequence Index). Os
resultados mostran unha clara melloria nos ultimos 15 anos (de VDSI= 4 no 2000 a VDSI=
1,5 no 2015) debido & total prohibicion do uso do TBT a partir do ano 2003 e 2008 a nivel
europeo e mundial, respectivamente. Non obstante, a persistencia do contaminante no
sedimento marifio é elevada o que dificulta e ralentiza a recuperacion do medio.

Palabras clave: imposex, Nassarius reticulatus, TBT.
Resumen

Debido a su elevada correlacion, la primera medida biolégica para la
biomonitorizacion por TBT (del inglés tributyltin) en el medio marino fue el estudio del
imposex (i.e. superimposicion de los caracteres sexuales masculinos en las hembras de
gasterpodos marinos). En el presente TFG analizamos una poblacién del molusco
Nassarius reticulatus (L.) del Castillo de la Palma (Mugardos, ria de Ferrol, A Corufia) en el
afo 2015 prestando especial atencion al VDSI (del inglés Vas Deference Sequence Index).
Los resultados muestran una clara mejoria en los dltimos 15 afios (de VDSI= 4 en el 2000 a
VDSI= 1,5 en el 2015) debido a la total prohibicion del uso del TBT a partir del afio 2003 y
2008 a nivel europeo y mundial, respectivamente. No obstante, la persistencia del
contaminante en el sedimento marino es elevada lo que dificulta y ralentiza la recuperacion
del medio.

Palabras clave: imposex, Nassarius reticulatus, TBT.

Summary

The first biological measure for biomonitoring tributyltin (TBT) in the marine
environment was the study of imposex (i.e. the super-imposition of the male sexual
characters onto females of marine gastropods) due to high correlation. In the present work
we analized the population of Nassarius reticulatus (L.) from the Castelo da Palma
(Mugardos, ria de Ferrol, A Corufia) in 2015, paying particular attencion to VDSI, Vas
Deference Sequence Index. The results show a clear improvement over the last 15 years
(from VDSI= 4 in 2000 to VDSI= 1,5 in 2015) due to the total ban on the use of TBT (set in
2003 at the European level and in 2008 globally, respectively). However the persistence of
the contaminant in the sediments is probably delaying environmental recovery.

Palabra clave: imposex, Nassarius reticulatus, TBT.
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1. INTRODUCION

1.1. A problemética do fouling

Os materiais somerxidos en auga acumulan nas stas superficies masas indesexadas
de organismos vivos denominados fouling. Este férmase mediante unha biopelicula ou
biofilm de adhesién de bacterias, diatomeas e protozoos aos que se adhiren organismos
macroscopicos como percebes, hidroides, esponxas, poliquetos tubicolas e moluscos
(Omae, 2003). No medio marifio, este proceso de bioincrustacion ou biofouling € moi
frecuente nos cascos dos barcos, equipamento sonar, oleodutos e gasodutos; o incremento
de peso provocado por esta adhesion leva consigo importantes perdas econdémicas (maior
gasto en combustible, limpeza e pintura) nestas superficies (de Mora, 1996).

A anti-incrustacién ou antifouling consiste na prevencion ou eliminacion do fouling
(Omae, 2003). O obxectivo da maioria destes sistemas € a formacion dunha capa téxica ao
redor das superficies somerxidas para repeler o asentamento dos organismos. A sla
eficacia fundaméntase, principalmente, en dous factores: a solubilidade do compostos no
medio marifio e a taxa de liberacion do toxico. Da primeira depende inversamente o tempo
de proteccion efectiva e a segunda debe ser axustada para non acurtar en exceso a
duracion da cobertura nin que os efectos téxicos se eleven demasiado (Hoch & Schwesig
2004 en Albaina, 2011).

Alguns dos sistemas antifouling mais antigos consistian en laminas de cobre que
recubrian a superficie de madeira dos barcos, substituidas posteriormente por chumbo. A
evolucion destas envolturas orixinou sistemas liquidos, como as pinturas anti-incrustantes
ou antifouling cuxo principio activo foi cambiando ao longo do tempo (Yebra et al. 2004 en
Albaina, 2011). As primeiras empregaban o6xido cuproso, mercurio, xofre e arsénico,
substituidas mais tarde, nos anos 1960s, por tributilo de estafio. Este composto acabou
suplindo a maioria dos sistemas anteriores debido as vantaxes que presentaba. Entre elas
salienta a sUa elevada toxicidade, o seu amplo espectro de accion (eficacia contra un gran
namero de organismos) e a ausencia de corrosién galvanica nos cascos de aluminio
(Omae, 2003).

O tributilo de estafio chegou a converterse case no Unico composto empregado nas
pinturas anti-incrustantes, dedicando o 70% da sua producion mundial nelas e abarcando o
70-80% da flota mercante (Champ 2000 en Albaina, 2011).



1.2. O tributilo de estafio

1.2.1. Xeneralidades

Os organoestannicos son compostos organometélicos de orixe antrépico constituidos
por un atomo de estafio unido, mediante enlaces covalentes, a entre un ou catro
constituintes organicos (EPA, 2003). O primeiro composto desta natureza sintetizouno o
guimico aleméan Carl Jacob Lowig en 1852; sen embargo, o estudo das suas propiedades
biocidas foi lento, sendo recofiecidas un século mais tarde, ao redor de 1960, momento no
cal os organoestannicos se converteron nos compostos organometalicos de maior uso
(Bennett, 1996).

O tributilo de estafio ou tributilestannano (TBT, do inglés tributyltin) € un composto
triorganoestannico formado por un atomo de estafio unido, mediante enlaces covalentes, a

tres compofientes organicos, grupos butilo (EPA, 2003).

A alta toxicidade dos organoestannicos débese a sta parte catidnica, de forma que a
maior grao de alquilacién, maior toxicidade, acadando o seu maximo nos estannanos
trialquilados como o TBT. A medida que este se degrada da lugar a compostos menos
alquilados e, polo tanto, menos téxicos (Fig. 1.) (Bennett,1996).
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CH, CH, CH. CH
CH. CH; ﬁ[: f(H/ e
AN NS Sn3+ CH. 4
cf, CH. CH, > o i » ., = s
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Figura 1. Representacion da estrutura quimica e da debutilacién secuencial do tributilo de estafio (TBT) a di- e
mono- butilestafio (DBT e MBT respectivamente). (Tomado de Cuevas et al., 2011).

Ademais da alta toxicidade, presentan un alto poder funxicida, bactericida, alxicida e
insecticida polo que se empregou en sectores moi diversos como a preservacion da
madeira, papel, téxtil, pel, sistemas de auga industrial e industria cervexeira (de Mora,
1996; EPA, 2003).

O TBT caracterizase por ser un composto hidroéfobo, pouco soluble en auga. Non
obstante, existen unha gran variedade de factores que poden alterar este parametro como
o0 potencial de reducion, o pH, a temperatura, a luz, a forza i6nica e a cantidade e

composicion da materia organica disolta (Hoch & Schwesig 2004 en Albaina, 2011).



1.2.2. Distribucion no medio marifio

O TBT presente no medio marifio procede da lixiviacion das superficies somerxidas
previamente tratadas con pinturas anti-incrustantes elaboradas con tributilo de estafio
(Maguire 1996 en Albaina, 2011).

Despois da lixiviacion, este composto disélvese na columna de auga onde comeza a
degradarse, principalmente pola accién de organismos fotosintéticos aerobios como
bacterias, fungos e algas (biodegradacién) pero tamén pola accion dos raios do sol (de
Mora, 1996; EPA, 2003). A persistencia do TBT neste compartimento é relativamente curta

(degradase rapidamente), cunha vida media entre 6 dias a varios meses (EPA, 2003).

Debido ao seu caracter hidréfobo, outra parte do TBT adhirese ao material particulado
en suspension e precipita, pasando a formar parte do sedimento. A degradacién neste
compartimento é mais lenta que na columna de auga, cunha vida media entre 1 a 9 anos
(de Mora, 1996). Estes sedimentos compoértanse como sumidoiros de TBT a longo prazo,
debido a alta estabilidade e baixa degradacién que neles se produce. Sen embargo, tamén
poden actuar como emisores deste composto debido a procesos naturais (e. g. movemento
de organismos infaunais,bioturbacién) ou antrépicos (e. g. dragados portuarios) que poden
resuspender os contaminantes a columna de auga (Langston & Pope 1995 en Albaina,
2011).

O TBT converteuse asi nun composto ubicuo, presente nos Ultimos anos tanto en
areas cunha alta densidade de barcos como en zonas de costa aberta, afastadas dos
portos emisores (Gibbs & Bryan, 1996; Alzieu, 2000).

1.2.3. Efectos

O estudo dos posibles efectos que este composto podia causar no medio marifio
comezou con dous casos xa paradigmaticos no campo da ecotoxicoloxia marifia. O
primeiro foi a crise da industria ostreicola en Francia, nos anos 1970s. Na Baia de
Arcachon observouse a ausencia de desenvolvemento larvario da ostra xaponesa
Crassostrea gigas (Thunberg) e a presenza de malformaciéns nas cunchas dos individuos
adultos. Anos mais tarde confirmouse, mediante diversos estudos de campo e de
laboratorio, a relacién entre estes acontecementos e a presenza, cada vez maior, de TBT

no medio marifio (Alzieu et al., 1980).

O segundo suceso foi o descubrimento de anomalias no aparato xenital de
gasterépodos marifios observadas por primeira vez ao redor de 1970 en varias especies.

Este proceso denominouse imposex (Smith, 1971) (ver seccién 1.3) e comprobouse, unha



década mais tarde, mediante estudos de campo e de laboratorio, que estas malformacions

eran debidas a presenza de TBT no medio marifio (Smith, 1981).

A partir desto, realizaronse multitude de estudos exhaustivos sobre os posibles efectos
gue este composto provocaba nos organismos non diana. Entre eles salientan cambios na
composicion faunistica das comunidades benténicas e descenso do crecemento de
mexilléns (EPA, 2003), reducién das poboaciéns de poliquetos e anfipodos benténicos (UN
2006 en Albaina, 2011) e inmunosupresion en peixes bentonicos e mamiferos marifios
(IMO, 2002). Salienta tamén a capacidade de bioacumularse nos tecidos dos organismos
debido ao seu caracter hidrofobo. Almacénase asi no tecido graxo e nas bicapas lipidicas
de bacterias, fitoplacton, moluscos, crustaceos e peixes, incrementando o rango de
distribucion deste composto (Alzieu, 1996).

En canto ao estudos dos efectos que o TBT podia causar no ser humano, observouse
a presenza de compostos butilestdnnicos na sangue e no figado, podendo producir
irritacion dos ollos ou dermatite severa por contacto de compostos organoestannicos
(Alzieu, 1996).

1.2.4. Regulacion

O TBT considerouse a substancia mais toxica introducida no medio marifio de xeito
deliberado (de Mora, 1996). Ante esta situacion, levaronse a cabo rapidas medidas
lexislativas que sempre estiveron en controversia debido as vantaxes econdmicas e
ambientais do composto (de Mora, 1996; IMO, 2002; Omae, 2003).

A primeira medida lexislativa levouse a cabo en Francia, en 1982, debido ao impacto
econdémico da industria ostreicola; prohibindo a aplicaciéon de TBT en barcos de menos de
25 metros de eslora, imposicién que foi secundada por moitos outros paises desenvolvidos
(Alzieu, 2000).

A nivel europeo, as restricibns comezaron coa implantacién en 1989 da Directiva
Europea (Dir 89/677/CEE; EC, 1989) que prohibia o uso de organoestannicos en barcos de
eslora menor ou igual a 25 metros, en material de piscicultura e aparellos somerxidos asi
como a comercializacion exclusiva ao persoal profesional en envases superiores a 20 litros.
Esta directiva tivo unha gran relevancia, observandose certa recuperacion nalguns
estuarios e rexions de costa aberta. Non obstante, continuaba a preocupacion debido a que
o0 emprego de TBT nas pinturas anti-incrustantes seguia sendo legal na flota mercante, a
mais importante (IMO, 2002; Ruiz, 2010). Por este motivo implantouse unha nova Directiva

Europea en 2003 (Dir 2002/62/CE; EC, 2002) que prohibia completamente a aplicacion ou
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reaplicaciéon de TBT en barcos operativos nas augas comunitarias e en tdédolos barcos
pertencentes & Unién Europea, UE. Esta medida comezou o 1/1/2003, cunha moratoria de

cinco anos, co fin de eliminar a sta presenza no medio marifio (EC, 2002).

A nivel mundial, a Organizacién Maritima Internacional (IMO), implantou un conxunto
de medidas lexislativas similares as Europeas, trala ratificacion da Convenciéon para o
Control dos Sistemas Nocivos Anti-incrustantes (AFS, do inglés Anti-fouling System
Convention). Esta Convencién entrou en vigor o ano 2008 (cunha moratoria de cinco anos)
despois de ser aprobada por un minimo de 25 estados cuxa suma representase, polo
menos, o0 25% do tonelaxe bruto mundial do TBT. As medidas propostas, ademais, tamén
prohibian o emprego de TBT nas pinturas anti-incrustantes naqueles barcos que se
desprazasen por augas propiedade dos paises asinantes da Convencion. Salienta tamén a
impunidade dos buques de guerra, auxiliares da armada ou os pertencentes ao Estado,
exentos das medidas propostas pola AFS (IMO, 2002).

Cabe salientar a importancia da actividade que a IMO e a Convencion para a
Proteccion do Medio Ambiente Marifio do Atlantico Nororiental (OSPAR) levaron a cabo
para acadar o obxectivo proposto pola Directiva Europea de 2002 e a nivel mundial en
2008. Algunhas destas medidas foron: a anterior Convencion AFS implantada pola IMO e a
inclusion do TBT nunha lista de accion prioritaria da Unién Europea (EC 2001 en Albaina,
2011) e da OSPAR (OSPAR 2004 en Albaina, 2011) para cesar as emisions, descargas ou
perdas do TBT cara o medio marifio. Salienta tamén o Programa de Monitorizacion
Coordinada (CEMP) da OSPAR que se encarga de monitorizar 0s niveis ambientais de
TBT no sedimento e o grao de imposex mediante os Criterios de Evaluacién Ambiental
(EACs) e a Guia de Monitorizacion de Efectos Bioloxicos Especificos, respectivamente.
Dende a implantacién destas Directivas, observouse un descenso nas concentracions de
butilestannicos na auga, sedimentos e organismos, diminuindo tamén os efectos nestes,

como o grao de imposex observado nos moluscos (OSPAR, 2011).

1.3. Imposex

O imposex foi definido como a superimposicion dos caracteres sexuais masculinos
(incluindo o pene elou vaso deferente) nas femias de gasterépodos marifios non
parasitados (Smith, 1971). Este proceso, maiormente irreversible, pode chegar a
comprometer a capacidade reprodutiva das femias, provocando procesos de extincion
poboacional (Gibbs & Bryan, 1996). Nas poboacions naturais, este fenbmeno sO se
manifesta baixo a presenza de compostos organometalicos como o TBT (Albaina, 2011).

Ademais caracterizase polo seu comportamento dose-resposta, é dicir, 0 desenvolvemento
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do imposex depende da concentracibn ambiental destes compostos. Por este motivo,
estudando o imposex, estudamos tamén a contaminacién por organoestannicos no medio

marifio (biomonitorizacion), principalmente por TBT (Gibbs & Bryan, 1996).

O imposex é o mellor exemplo de campo dun fenédmeno mais amplo denominado
disrupcién endocrina. Este proceso consiste na alteracion do sistema hormonal dalguns
organismos provocado por certas substancias chamadas disruptores endocrinos. O
mecanismo bioquimico polo cal o TBT actda como tal disruptor continla sendo unha

incégnita a pesar dos multiples estudos realizados (Mathiessen & Gibbs, 1998).

O termo imposex foi aplicado por primeira vez no gasterépodo Nassarius obsoletus
(Say), especie coa que se realizaron os estudos concluintes sobre este fendmeno, tanto de
laboratorio (causa-efecto) como de campo (frecuencia en poboacions) (Smith, 1981).
Posteriormente, Bryan & Gibbs (1996) realizaron estudos similares con Nucella lapillus (L.)
gue concluiron a responsabilidade do contaminante no declive poboacional deste
gasterdpodo. Ademais, esta segunda especie foi a primeira empregada nos estudos de
biomonitorizacion da contaminacion por TBT (mediante o estudo do imposex) debido a sua
ampla distribucion xeografica. Esta presente tanto na costa oriental e occidental do océano
Atlantico (especie anfiatlantica), habitando no intermareal rochoso. Salienta a sua elevada
sensibilidade ao TBT, desenvolvendo anomalias a partir de 1 ng Sn/L (Gibbs et al., 1988).

A partir dos estudos realizados con N. lapillus rexistraronse mais de 200 especies con
esta patoloxia (Shi et al., 2005). Sen embargo, s6 unhas poucas foron empregadas como
bioindicadoras da contaminacion por TBT. Entre elas, en Europa, salientan Nucella lapillus
(L.), Nassarius reticulatus (L.), Neptunea antiqua (L.), Buccinum undatum (L.) e Littorina
littorea (L.). Estas cinco especies son as que se empregan no Programa de Monitorizacién
Coordinada (CEMP) da OSPAR debido a que o seu rango de distribucién e o seu habitat
cobren case a totalidade da xeografia sobre a cal a Convencion é aplicable. Ademais,
difiren na sensibilidade ao téxico abarcando asi a deteccion e control dun amplo rango de
concentracions. Salienta a falta de interés comercial polas especies N. antiqua, N. lapillus e
N. reticulatus evitando asi alteracions antropicas da sua distribucion, abundancia ou
estrutura poboacional e previndo os sesgos provocados por estas nos resultados das
monitorizacions (OSPAR, 2008).

A OSPAR estableceu clases de avaliacion en funcion do indice da Secuencia do Vaso
Deferente (VDSI, do inglés Vas Deferens Sequence Index) (Taboa 1, ver tamén seccién
3.2. mais abaixo) para cada unha destas especies de gaster6podos co obxectivo de que

todas elas acadasen un nivel 6ptimo de calidade ambiental (EcoQO, do inglés Ecological
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Quality Objective; OSPAR, 2008). Cada especie presenta diferentes limites debido a
distinta sensibilidade que mostran ao TBT. As duas primeiras clases de avaliacion, (A e B)
representan os niveis éptimos desexados, mentres que as clases restantes indican niveis
cada vez mais contaminados; considérase e agardase que co tempo e a aplicacion da
lexislacion, a calidade do medio marifio evolucione das clases mais vermellas as mais
verdes (OSPAR, 2008).

Taboa 1. Taboa das clases de avaliacion do imposex das 5 especies modelo segiin a OSPAR. (Tomado de
OSPAR, 2008). Abreviaturas: (VDSI) indice da Secuencia do Vaso Deferente; (ISl) indice de Intersexo, do
inglés Intersex Index; (PCI) indice de clasificacion do pene, do inglés Penis Classification Index.

Assessment class Nucella Nassarnius Buccinum  Neplunea Litforina
VDsI VDSI PClI VDSI 151
<03 <03

<03 <0.3"
0.3-<20 03-<20 <03

C
D

20-<40 03-<20 03-<20 20-<40°

40-50 20-35 20-<40 03-<05
»5 0" =35 4.0 05-12
>1.2

1.4. Nassarius reticulatus

Nassarius reticulatus é un molusco gaster6podo marifio do grupo dos prosobranquios
neogasterépos (Taboa 2). E unha especie eurioica que habita nos fondos fangosos e
areosos do intermareal brando de toda a costa do Atlantico, chegando a penetrar no
Mediterraneo (Fretter & Graham, 1994). E unha especie carrofieira, ainda que en caso de
necesidade, os adultos poden vivir a base de detritus (Pope 1998 en Albaina, 2011); pasa a
maior parte da suUa vida enterrada no substrato, a través do cal asoma unicamente o sifén
(Eriksson & Tallmark, 1974). S6 abandonan este estado se, despois dun periodo
prolongado de xaxun, detectan a presenza de alimento (Crisp 1978 en Albaina, 2011). E

unha especie lonxeva, podendo acadar os 15 anos de idade (Tallmark, 1980).
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Téboa 2. Clasificacion taxondmica de Nassarius reticulatus. (Tomado de Albaina, 2011).

Filo Mollusca
Clase Gastropoda
Subclase Prosobranchia
Orden Neogastropoda
Familia Nassariidae
Género Nassarius
Especie Nassarius reticulatus (Linnaeus 1758)

E unha especie gonocorica (presenta separacion de sexos), fertilizacion interna e
desenvolvemento indirecto. A fecundacion adoita ter lugar en febreiro, periodo durante o
cal todas as estruturas reprodutoras estan completamente desenvolvidas, a diferenza das
demais épocas. Neste periodo, o aparato xenital dos machos esta formado por unha
gonada laranxa brillante situada ao lado da glandula dixestiva, unha vesicula seminal
convolucionada, unha glandula prostatica, un pene baixo o tentaculo dereito e un vaso
deferente que une aos dous 6rganos anteriores (Barroso et al., 2005). En canto ao das
femias, estd constituido por un maior nidmero de glandulas chamadas paleais (a de
secrecion, a do albumen e a da capsula de cor branca e voluminosa). Tamén tefien un
ovario pardo, un oviduto recto, unha bolsa amarela escura de inxestion do esperma e un

gonoporo ou vulva (Fig. 2.) (Fretter & Graham, 1994).

Figura 2. (A) Aparencia externa da capsula da glandula dunha femia de Nassarius reticulatus e (B) aparencia

externa da vesicula seminal dun macho de Nassarius reticulatus. (Tomado de Cuervas et al., 2011).

Actualmente esta especie é unha das mais empregada nos estudos de
biomonitorizacion da contaminacion por TBT debido as stas caracteristicas bioloxicas. O
seu habitat e a sta ampla distribucion permiten realizar unha extensa rede de mostraxes,
cubrindo satisfactoriamente o medio estuarico (Fretter & Graham, 1994). Ademais, a
relativa tolerancia ao TBT leva consigo que os indices de imposex progresen dende
concentracion baixas (dende 1 ng Sn/L) ata cantidades ambientais considerables (Barreiro
et al., 2001).
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2. OBXECTIVOS

A vista do exposto, o obxectivo xeral do presente traballo é avaliar o efecto que o TBT
provoca actualmente nos gasteropodos marifios mediante a analise do grao de imposex en
Nassarius reticulatus nunha localidade da ria de Ferrol (o Castelo da Palma, Mugardos) e

establecer a evolucién temporal desta medida ao longo dos ultimos 15 anos.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Recollida de mostras

O lugar escollido para o presente estudo sitlase na ria de Ferrol, concretamente nunha
pequena praia baixo o Castelo da Palma (Mugardos, A Corufia, Espafia) (Fig. 3.). A data (o
19 de Febreiro de 2015 &s 11:00h da mafia) escolleuse premeditadamente concorde co
calendario de mareas, coincidindo con mareas vivas e, a hora da mostraxe con mareas
baixas, condicions éptimas para esta mostraxe. Ademais tamén concorda coa época de
reproducion e fecundacién e, polo tanto, co aparato reprodutor completamente

desenvolvido.

Figura 3. Localizacion do punto de mostraxe, ao carén do Castelo da Palma, Mugardos, ria de Ferrol. (Tomado
de www.concellodemugardos.org).

Para a mostraxe dos individuos empregamos cebos formados por mexillons
(recollidos e esmagados no momento) distribuidos por toda a lifia de baixa mar, evitando
as zonas de maior incidencia a mar aberto. Cada punto mostrado foi sinalizado cunha
baliza e separado 10 metros do seguinte. Tras colocar os cebos, observamos o desterro

dos N. reticulatus para alimentarse destes.
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Recadamos 70 exemplares escollendo os de maior tamafio e os que presentaban
dentes na sla cara interna, asegurandonos asi que eran exemplares adultos e, polo tanto,
con aparato reprodutor completamente desenvolvido. Estas mostras gardaronse nun bote
de polietileno, no interior dunha neveira, para manter unhas condiciéns de temperatura e
humidade adecuadas durante o seu transporte ata o laboratorio da Facultade de Bioloxia
de A Coruna. Neste, colocamos as mostras nun acuario provisto de auga de mar (35%. de
salinidade) procedente do Aquarium Finisterrae de A Corufia para a sua depuracion (tanto
do aparato dixestivo como das particulas adheridas & superficie corporal) seguindo o
protocolo que se leva a cabo para as analises quimicas, ainda que neste caso no se
realizasen. Durante a depuracion das mostras (minimo 48 horas) contrélase a calidade da

auga, cambiadndoa se € preciso, en funcion da sta turbidez.
3.2. Procesado dos animais

Comezamos anestesiando aos individuos para evitar calquera movemento, facilitando
asi o estudo morfoléxico tanto externo como interno. Para isto, somerxémolos nunha
solucion de cloruro de magnesio (MgCl,) ao 7% en auga destilada, no interior de cubetas.
Despois dunha hora, cos caracois xa durmidos, procedemos ao estudo morfoloxico externo
medindo a altura (Shell height, H) e a apertura da cuncha (Aperture of the shell, A) coa
axuda dun calibre dixital, aproximandoo ata centésimas de milimetro (Fig. 4.).

Shell
height

Aperture of
the shell

(A)

Figura 4. (A) Medidas da altura e da apertura da cuncha de Nassarius reticulatus. (B) Exemplo

medindo a lonxitude da cuncha de Nassarius reticulatus con calibre dixital. (Tomado de Cuevas et al., 2011).

O estudo morfoldxico interno comeza retirando con coidado a cuncha, coa axuda dun
torno. Unha vez separada, e coa axuda dun microscopio Optico, cortamos a parte superior
do manto, o teito, para observar mellor as estruturas xenitais. Despois de diferenciar as
glandulas reprodutoras, explicadas anteriormente, sexamos ao animal. Finalmente,
medimos a lonxitude do pene (LP) de ambos sexos coa axuda dun calibre dixital e
estudamos detalladamente o aparato xenital das femias para determinar o grao de

imposex.
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O grao de imposex determinouse en funcidn de tres parametros diferentes:

Porcentaxe de incidencia (%l): porcentaxe de femias que mostran imposex a
calquera nivel de desenvolvemento nunha poboacién; %l = (numero de femias con
algun signo de imposex / numero de femias total) x 100 (Bryan et al. 1986 en
Albaina, 2011).

indice da Lonxitude Relativa do Pene (RPLI, do inglés Relative Penis Length
Index): expresa a lonxitude do pene (LP) das femias con respecto ao LP dos
machos. En concreto, RPLI = (lonxitude media do pene das femias) / (lonxitude
media do pene dos machos) x 100 (Huet et al. 1992 en Albaina, 2011). Este
pardmetro € un indicador moi informativo, sobre todo a concentracidons ambientais
de TBT elevadas, debido a que dificilmente se satura (Stroben et al., 1992).

indice da Secuencia do Vaso Deferente (VDSI, do inglés Vas Deferens
Sequence Index): este parametro fai referencia ao valor medio da Secuencia do
Vaso Deferente (VDS, do inglés Vas Deferens Sequence) nas femias afectadas
dunha poboacion. A diferenza do anterior, este indice acada os seus valores
maximos a concentracions ambientais de TBT non tan elevadas, sendo tamén un
indicador moi eficaz. Como mencionamos anteriormente, emprégase para avaliar o
grao de imposex na maioria das especies modelo da OSPAR (EACs, OSPAR,
2008). Ademais, cada unha presenta un numero determinado de estadios en
funcién deste indice; no caso de Nassarius reticulatus presenta cinco diferentes
(Barreiro et al. 2001 en Albaina, 2011; ver Fig. 5.).

Estadio 0: femia normal, non afectada.

Estadio 1: femias cun pene rudimentario baixo o tentaculo ocular dereito ou
unha pequena seccion distal do vaso deferente.

Estadio 2: femias cun pene y vaso deferente cuxa lonxitude non é maior a
metade de distancia entre a base do pene e o poro xenital.

Estadio 3: femias cun pene e vaso deferente cuxa lonxitude supera a
metade da distancia entre a base do pene e o0 poro xenital.

Estadio 4: femias cun pene e vaso deferente completo, dende a base do

pene ata a altura do poro xenital, seguin o criterio establecido pola OSPAR.
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Figura 5. Esquema dos cinco estadios da Secuencia do Vaso Deferente (VDS) de Nassarius

reticulatus (L.). (Tomado de Albaina, 2011).

4. RESULTADOS

Os resultados das analises da nosa poboacion de Nassarius reticulatus recéllense na
Taboa 3. Nela observarse un ratio de sexos ao redor do 50%, onde do total dos 70
individuos mostrados, 39 son femias e 31 machos. Do total das femias, 34 delas mostraban
algun grao de imposex (%l dun 87,5%). En canto ao RPLI obtivemos un 6,9 o que nos
indica unha gran diferenza entre a lonxitude do pene dos machos e o das femias. Por
altimo, o VDSI acadou un valor de 1,5, valor que, segin a OSPAR, se corresponde coa

Categoria C, preto (pero ainda por enriba) do nivel de calidade ambiental 6ptimo (EcoQO)
gue se pretende acadar.
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Taboa 3. Resultados das andlises da poboacién de Nassarius reticulatus mostrados en Mugardos, 2015.
Abreviaturas: (nf) nimero de femias; (H) Altura da cuncha; (A) Apertura da cuncha; (LP) Lonxitude do Pene;
(VDS) Secuencia do Vaso Deferente; (VDSI) indice da Secuencia do Vaso Deferente e (nm) nimero de
machos; (méax) maximo; (min) minimo (SD) Desviacion tipica.

nf H A LP VDS nm H A LP VDS
1 22,37 12,61 1,43 1 1 20,34 11,72 12,35 -
2 22,51 25,21 0,25 2 2 21,85 12,87 10,04 -
3 22,56 12,11 - 0 3 22,00 10,85 13,40 -
4 23,43 13,33 0,97 2 4 22,40 11,62 11,52 -
5 23,67 13,13 2,34 3 5 23,26 12,50 9,59 -
6 24,10 13,79 0,48 2 6 23,30 12,12 9,26 -
7 24,24 12,78 0,68 2 7 23,30 13,01 14,84 -
8 2492 14,11 1,50 2 8 23,66 11,81 11,60 -
9 24,97 12,60 - 1 9 23,92 13,36 12,48 -
10 25,01 13,09 1,83 2 10 24,25 12,76 6,95 -
11 2547 12,79 0,99 2 11 24,58 14,03 12,82 -
12 25,50 14,18 0,92 2 12 2459 13,92 7,99 -
13 2554 13,75 1,03 2 13 24,66 12,58 7,62 -
14 25,67 14,89 2,07 2 14 24,67 13,05 10,33 -
15 25,79 14,56 0,54 1 15 24,82 14,06 13,67 -
16 2594 12,68 1,32 2 16 24,85 12,09 10,98 -
17 25,99 13,67 0,74 2 17 24,87 13,30 12,10 -
18 26,06 14,13 0,89 1 18 2492 13,34 11,68 -
19 26,08 13,98 0,11 2 19 25,13 12,31 14,21 -
20 26,09 13,53 - 0 20 25,24 12,76 8,36 -
21 26,10 13,91 0,62 2 21 2530 12,34 12,21 -
22 26,12 13,43 0,65 1 22 25,56 12,67 12,64 -
23 26,24 13,83 - 1 23 25,78 13,33 14,07 -
24 26,42 13,54 1,70 2 24 25,84 11,64 13,60 -
25 26,45 14,71 - 0 25 26,06 13,48 13,38 -
26 26,48 14,56 0,24 2 26 26,47 13,03 13,87 -
27 26,48 13,86 1,54 2 27 26,62 14,46 11,95 -
28 26,55 15,74 0,91 3 28 26,72 13,46 6,61 -
29 26,67 11,71 - 1 29 27,11 14,42 13,02 -
30 26,74 13,35 - 2 30 27,25 14,70 13,11 -
31 26,78 14,43 4,78 3 31 27,80 13,20 8,62 -
32 27,24 13,27 0,12 1
33 27,32 12,72 - 1
34 27,36 14,16 - 0
35 27,42 13,85 - 1
36 28,77 13,94 1,00 1
37 29,03 1494 1,17 2
38 29,57 15,08 - 1
39 30,02 15,56 - 0
max. 30,02 25,21 4,78 3 max. 27,8 14,70 14,84 -
min. 22,37 11,71 0,11 0 min. 20,34 10,85 6,61 -
media 25,99 14,03 0,79 1,5wos) | media 24,74 1292 11,44 -
S.D. 1,74 204 092 0,82 S.D. 1,69 092 231 -
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Estudando mais pormenorizadamente a nosa poboacién de femias de Nassarius
reticulatus, observamos que a maioria delas, o 70%, desenvolveron pene. En canto ao
VDSI podemos observar unha clara predominancia de femias cun VDSI de 2, seguida por
un VDSI de 1, O e, finalmente, 3 (Fig. 6.).
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Figura 6. Representacion gréfica da frecuencia de femias de N. reticulatus cun determinado grao de VDS.
Mugardos, 2015.

5. DISCUSION

O tributilo de estafio chegou a converterse na substancia mais téxica introducida
deliberadamente no medio marifio (de Mora, 1996). A stia ampla distribucién e o elevado
namero de especies non diana afectados por este composto, incluido o ser humano, foron
os factores desencadeantes da implantacién de medidas lexislativas para diminuir e cesar
as emisions de TBT ao medio marifio. Un dos métodos mais comdns para monitorizar a
contaminaciéon por TBT é o estudo do grao de imposex en distintas especies de
gasterépodos marifios entre as que cabe salientar Nassarius reticulatus, o obxecto de

estudo deste TFG (OSPAR, 2008).

O grupo de Ecotoxicoloxia da Universidade de A Corufia leva monitorizando o0s
niveis de imposex de N. reticulatus ao longo de toda a costa galega dende 1998 (Barreiro
et al. 2001 en Albaina, 2011). Nestas campafias diferenciouse entre areas con portos
importantes (PI), portos menores (SPI) e rexions afastadas destes (FR) presentando cada
unha delas diferentes graos de imposex e, polo tanto, de contaminacion por TBT (Fig.9.)
(Barreiro et al. 2001 en Albaina, 2011).
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Figura 9. Representacion grafica do indice VDSI de Nassarius reticulatus nas diferentes rexions mostradas ao
longo da costa de Galicia no ano 2008. Abreviaturas: (FR) rexiéns afastadas das rias; (SPI) rias sen portos
importantes e (PI) rias con portos importantes.

Os valores de VDSI mais elevados correspondese coas rexions Pl, onde se engloba
a nosa localidade, o Castelo da Palma (Mugardos). Non obstante, esta presenta niveis
incluso niveis superiores (VDSI en 1998-2000 nos PI= 3,5 e VDSI en Mugardos= 4), motivo
polo cal os estudos de monitorizaciébn na nosa localidade seran moito mais informativos

que noutras rexions da costa galega.

No Castelo da Palma (Mugardos) as campafias comezaron no ano 2000, o que nos
permite avaliar a evolucién temporal do grao de imposex deste molusco nos ultimos 15
anos. O Porcentaxe de Incidencia acadou valores maximos en todas as campafas agas na
tltima, ano 2015, reducindose ata un 87,5%. O RPLI marcou 0 seu maximo histérico no
primeiro estudo (2000), descendendo escalonadamente nas seguintes campafias; sen
embargo, o VDSI (no que estan basados os criterios EACs da OSPAR) s6 mostra claros
signos de recuperacion nas duas Ultimas campafas (2011 e 2015, Fig. 8.).
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Figura 8. Representacion gréfica da evolucion temporal do RPLI e VDSI das poboacions de Nassarius
reticulatus no Castelo da Palma, Mugardos, ao longo dos ultimos 15 anos.
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A primeira campafia de mostraxe (ano 2000) corresponde coa Directiva Europea de
1989 (Dir 89/677/CEE; EC, 1989); a eficacia desta normativa non foi a agardada debido,
principalmente, a sta falta de cumprimento, pero tamén pola presenza de embarcacions de
eslora superior a 25 metros e que, polo tanto, podian empregar legalmente pinturas con
TBT. En 2003-2008 implantouse unha lexislacién (tanto a nivel europeo como mundial) que

debeu marcalo cese das emisions de TBT e o comezo da recuperacion no medio marifio.

Non obstante, se ben o RPLI descende relativamente rdpido, o VDSI (EACs,
OSPAR) non comeza a diminuir ata que se implanta a Directiva mundial no ano 2008; non
obstante, actualmente (7 anos despois de dita normativa) ainda non acadou a clase de
avaliacion O6ptima determinadas pola OSPAR. Esto débese & alta estabilidade e
persistencia do TBT nos sedimentos marifios (entre 1 e 9 anos), os cales poden actuar
como sumidoiros a longo prazo primeiro, pero tamén como emisores do contaminante
despois se este se resuspende mediante procesos naturais ou antropicos; o que leva
consigo que os portos sexan puntos quentes de TBT debido a stia emision a longo prazo
(Albaina, 2011). Neste caso, a renovacion das augas é crucial. Comparando a nosa
localidade, situada nunha zona de paso, con Manifios (ao carén do Castelo da Palma, pero
bastante mais ao interior da ria de Ferrol) observamos que a alta renovacion das augas da
primeira comparada ca segunda supoén niveis de imposex menores en todas as campafas

de monitorizacién levadas a cabo dende o0 ano 2000 (Albaina, 2011).

Salienta tamén certas caracteristicas da especie modelo coa que se realizan estes
estudos de monitorizacion. Nassarius reticulatus habita nos sedimentos, presentando unha
relacion directa entre o grao de imposex e 0s niveis de contaminacion por TBT. Non
obstante, debido a que o imposex é un proceso irreversible e esta especie pode chegar a
vivir 15 anos, os individuos recolectados nas campafias de monitorizacion poden ser
individuos adultos que mostren niveis de imposex provocados por concentraciéns de TBT
anteriores. A recuperacion que se observa na nosa localidade pode ser debida, en parte, a
renovacion da poboacion, de xeito que 0s actuais e menores niveis de contaminacion son

reflexo da maior proporcién de individuos mais xévenes.
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6. CONCLUSIONS

A directa relacién dos niveis de imposex coas concentraciéns de TBT no medio
marifio foron os responsables do recofiecemento do estudo deste fendbmeno como medida

para a biomonitorizacion desta contaminacion.

Os estudos de imposex realizados ao longo de toda a costa galega confirman un
descenso importante do nivel de contaminacion por TBT. O motivo principal desta melloria

foi a completa prohibicién do seu emprego a nivel europeo y mundial (2003 e 2008).

O presente estudo reflexa a dificultade que supdn eliminar un contaminante do
medio ambiente. Por isto deberiase tomar como exemplo para a regulacion presente e

futura doutros vertidos de compostos toxicos no medio matrifio.

6. CONCLUSIONES

La directa relacion de los niveles de imposex con las concentraciones de TBT en el
medio marino fueron los responsables del reconocimiento del estudio de este fenbmeno

como medida para la biomonitorizacién de esta contaminacion.

Los estudios de imposex realizados a lo largo de toda la costa gallega confirman un
descenso importante del nivel de contaminacion por TBT. El motivo principal de esta

mejoria fue la completa prohibiciéon de su empleo a nivel europeo y mundial (2003 y 2008).

El presente estudio refleja la dificultad que supone eliminar un contaminante del
medio ambiente. Por esto se deberia tomar como ejemplo para la regulacién presente y

futura de otros vertidos de compuestos toxicos en el medio marino.

6. CONCLUSIONS

The direct relationship between imposex levels and TBT concentrations in the

marine environment promoted the study of this phenomenon as a biomonitoring tool.

Imposex studies along the Galician coast confirm an important reduction in the level
of TBT pollution. The main reason for this improvement was the complete ban on its use in
Europe and at global level (2003 and 2008).

This study reflects the difficulty of removing a contaminant from the environment.
Therefore, it should be taken as an example for the present and future regulation of other

toxic compounds that may be dumped into the marine environment.
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