]
Ecosistemas 13 (3): 13-29. Septiembre 2004. I m
http://www.revistaecosistemas.net/articulo.asp?ld=45
ASOCIACEO}\E ESPANOLA REVISTA CIENTIFICAY TECNICA DE ECOLOGIA Y MEDIO AMBIENTE
DE ECOLOGIA TERRESTRE

TBT e imposex en Galicia: los efectos de
un disruptor endocrino en poblaciones de
gasteropodos marinos

R. Barreiro, M. Quintela, J. M. Ruiz

Area de Ecoloxia, Facultade de Ciencias. Universidade da Corufia. Campus da Zapateira s/n. E-15071 A Corufia.

En este articulo se resume la experiencia de nuestro grupo de investigacién en el campo de los efectos de un disruptor endocrino
androgenizante (el tributilo de estafio, mas conocido como TBT por su abreviatura del inglés tributyltin) en gasterépodos marinos del
litoral gallego. Nuestras investigaciones sobre este tema comenzaron en 1996 y contindan en la actualidad. Después de una breve
introduccién sobre qué es el TBT y su problematica, se resumen los principales hallazgos conseguidos con nuestro trabajo, que se
basan principalmente en el estudio de los efectos en el gasterépodo carnivoro Nucella lapillus con alguna informacién adicional para
otras especies como el carrofiero Nassarius reticulatus. Nuestro trabajo abarca tanto la bioacumulacion de contaminante, la
manifestacion de un biomarcador especifico de los efectos del TBT (masculinizacion de hembras, conocido como imposex) en
poblaciones naturales y en experiencias de trasplante, el estudio de la presencia de individuos genéticamente mas resistentes a los
efectos del TBT y algunos datos de ecologia molecular sobre la estructuracién poblacional y capacidad de dispersiéon de Nucella lapillus.

Antecedentes

El tributilo de estafio o TBT (del inglés TriButylTin) consiste en tres grupos butilo unidos a un atomo de Estafio (V) por
enlaces covalentes. Desde que se conocen sus propiedades biocidas (principios 1950s) se viene utilizado con diversos fines,
destacando su empleo como principio activo en las pinturas anti-incrustantes aplicadas a los barcos para retrasar el desarrollo
de organismos adheridos a su superficie (de Mora, 1996). Pinturas que prolongan la conservacion y facilitan el movimiento de
las embarcaciones. Estas pinturas consumen un 70% de la produccion mundial de TBT y son la principal via de entrada de
este compuesto al medio acuatico desde mediados de los 1960s (International Maritime Organization, 1999). Las utilizan un
70-80% de la flota mercante mundial, siendo las preferidas por su beneficios en ahorro de fuel, menor mantenimiento e
intervalos entre operaciones de repintado mas largos (Champ, 2000).

Quimica basica y niveles ambientales. La hidrofobicidad y carga positiva del TBT favorecen su adsorcién al material
particulado en suspensién (de Mora, 1996). Gracias a este proceso el TBT puede ser retirado rapidamente de la columna de
agua para acumularse en los sedimentos, donde se ha medido un amplio rango de concentraciones (desde < 0.2 ng/g PS
hasta varios miles de ng/g PS) segun la proximidad a fuentes de este contaminante (Batley, 1996). En el sedimento el TBT
puede persistir durante afios o incluso décadas (Sarradin et al., 1991), representando un depésito del contaminante a largo
plazo que puede plantear problemas (ej. dragados) al ser relativamente débil y reversible (Maguire, 2000). Ademas, el TBT
puede ser biodegradado por un amplio espectro de organismos (desde bacterias hasta mamiferos) en un proceso de
debutilacion secuencial donde el TBT produce, en primer lugar, dibutilo de estafio (DBT), luego monobutilo (MBT), llegando
finalmente a Sn (V) (Valkirs et al., 1991), siendo el DBT el principal producto de la degradacion. En consecuencia la vida
media del TBT en agua comprende desde 1 semana hasta 2-4 meses en funcion de la temperatura y actividad bioldgica del
medio (Seligman et al., 1996).

En medio acuatico marino, el TBT puede estar presente en niveles maximos del orden de 50-200 ng/L (ppt) en zonas muy
contaminadas (puertos, astilleros) (Batley, 1996; Waite et al. 1996), con situaciones puntuales de hasta varios miles de ng/L
en paises sin control sobre el uso de estos compuestos (Alzieu, 2000). En zonas alejadas de lugares de entrada de
contaminante no suelen superar los 10-20 ng/l, frecuentemente encontradndose en el entorno o por debajo de 1-2 ng/l (Waite et
al. 1996; Michel y Averty, 1999).
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Bioacumulacion y bioamplificacion. El caracter moderadamente lipofilico del TBT facilita su concentracion en organismos
acuaticos, siendo muy variable la capacidad de éstos para bioacumular este contaminante (Fent, 1996). Los factores de
bioconcentracién (BCFs) con frecuencia son del orden de 10*-10° (Maguire, 2000), correspondiendo los mas altos a bivalvos y
gasteropodos. Asi, los moluscos son el grupo con mayores concentraciones corporales, pudiendo alcanzar o superar 5.000-
10.000 ng/g PF TBT (Laughlin et al., 1986). Alta acumulacién que podria estar relacionada con una baja actividad de los
sistemas enzimaticos encargados de debutilar el TBT en otros grupos taxonoémicos (Lee, 1991). Sin embargo, no hay
evidencias claras de que este compuesto pueda ser bioamplificado a lo largo de la cadena tréfica (Alzieu, 1996).

Toxicidad en medio marino. El TBT puede provocar dafios tanto mortales como subletales en grupos taxonémicos diversos y a
distintos niveles de organizacion, desde alteraciones bioquimicas hasta extinciones a escala local (Fent, 1996). Se considera
el compuesto organoestannico mas peligroso (OSPAR Commission, 2000), si bien es menos toxico para mamiferos que otros
compuestos utilizados con el mismo fin durante los 1950s (compuestos organicos de Hg y Pb, compuestos de As o DDT)
(Bennett, 1996). Es capaz de provocar efectos dafiinos a concentraciones extremadamente bajas, con umbrales toxicos en
los grupos mas sensibles (ej. fito- y zooplancton, ostras) por debajo de 1 ppt (101?) (Alzieu, 1996) faciles de alcanzar en
situaciones reales, incluso en zonas alejadas de fuentes de TBT. Entre los casos mas destacados (umbral ~ 0.8 ng/L) esté la
deformacion de las conchas de la ostra del Pacifico o japonesa, Crassostrea gigas cuyo resultado final es un animal
deformado con una cavidad corporal relativamente pequefia y sin aprovechamiento comercial (Alzieu, 1986).

El otro caso igualmente relevante por lo llamativo de las bajas concentraciones que lo provocan es el efecto en gasterépodos
marinos descubierto alrededor de 1970 al detectarse, en distintas zonas del mundo, hembras con pene (Bryan et al., 1993).
Anomalia que recibié la denominacién de imposex (?superimposicion de rasgos masculinos en las hembras?) y que ya a
finales de los 1970s se habia demostrado que se debia al TBT (Smith, 1980; Smith 1981). Estudios posteriores mostraron que
en algunas especies (gj. la europea Nucella lapillus) el imposex podia impedir la reproduccion en las hembras llevando a la
desaparicion de la especie a escala local y regional por falta de reclutamiento (Bryan et al., 1986; Gibbs y Bryan, 1986). En la
actualidad el imposex se conoce en unas 150 especies de gasterépodos llamando la atencién su caracter casi universal
(Matthiessen y Gibbs, 1998). No todas sufren el mismo grado de masculinizacion, de manera que no todas se ven
esterilizadas (Gibbs et al., 1997). Tampoco son todas igual de sensibles. El imposex muchas veces se induce a
concentraciones por debajo de 2 ng/l, destacando los casos de especies particularmente sensibles (ej. Nucella lapillus) donde
aparece con 0.5 o menos ng/l (Bryan et al., 1987). Motivo por el que el imposex en estas especies se considera la respuesta
biolégica mas sensible a este contaminante (Gibbs y Bryan, 1996). Igualmente, hay diferencias en la concentracién umbral
necesaria para provocar esterilidad (Oehlmann et al., 1996). Estas diferencias de sensibilidad hacen posible que el imposex
en diferentes especies pueda servir de biomarcador de distintos niveles de contaminacion.

El imposex sigue un comportamiento dosis-respuesta: la magnitud de desarrollo del pene y del vaso o conducto deferente
masculino (VD) en las hembras dependen de la concentracion ambiental de TBT (Gibbs y Bryan, 1994). El imposex sirve asi
como biomarcador cuantitativo de la exposicion y efectos del TBT, cuantificando su intensidad con 2 indices (Gibbs et al.,
1987): el indice del Tamafio Relativo del Pene (RPSI) que cuantifica el tamafio del pene de las hembras, y el indice de la
Secuencia del Vaso Deferente (VDSI) basado en una valoracién semicuantitativa del grado de desarrollo del VD (Fig. 1).
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Figura 1. Imposex en Nucella lapillus. Esquema del desarrollo del imposex: estadios 1 a 6 (Gibbs et
al., 1987). Abreviaturas: a (ano), ca (capsulas abortadas), gc (glandula de la capsula), p (pene), pg
(papila genital), r (recto), td (tentaculo derecho), v (vulva), vd (vaso deferente).

El binomio TBT-imposex pertenece a una familia m&s amplia de efectos téxicos de los contaminantes conocidos como
disruptores endocrinos. Compuestos capaces de alterar el funcionamiento normal del sistema endocrino de los animales y
cuyos efectos se han visto en casos como la alteracion de la reproduccion y sistema inmune en focas, desarrollo de 6rganos
sexuales de caimanes macho, desarrollo de 6rganos reproductores en peces, o adelgazamiento de cascaras de huevos en
aves marinas y rapaces (Colborn et al., 1993). Y que podria tener relacion con problemas de salud humana en aparente
ascenso durante la segunda mitad del siglo XX. (Colborn y Thayer, 2000). Aunque el imposex es probablemente el mejor caso
de disrupciéon endocrina con demostracion causa-efecto incontestable y consecuencias poblacionales graves.

Primeros trabajos: extension e incidencia del imposex en Galicia como biomarcador de TBT

Antecedentes y objetivos. Ante este estado de cosas y dada la casi total falta de informacion sobre la incidencia del imposex
y la contaminacion por TBT en el litoral espafiol, acometimos en 1996 un amplio sondeo del litoral gallego para conocer el ?
estado de la cuestion? en nuestras aguas. Elegimos Nucella lapillus (Fig. 2, a)como especie indicadora, un gasterépodo
comln en nuestro litoral, cuyo imposex es uno de los biomarcadores mas sensibles de TBT conocidos, y cuya capacidad
para bioacumular TBT hace posible usar sus contenidos corporales como apoyo para interpretar los datos de imposex.

Resultados y conclusiones. Los resultados mostraron la amplisima incidencia del imposex en Galicia (Ruiz et al., 1998). Esta
anomalia aparecié en todos los lugares muestreados, afectando al 100% de las hembras en un 70% de éstos (en 20%
afectaba a mas del 80% de las hembras y en el 5% restante superaba el 65%). Se trataba de un imposex muy desarrollado,
con un 80% de hembras con un pene y un VD completamente desarrollados. Aunque el grado de severidad del imposex
variaba entre poblaciones. Los valores mas bajos ocurrian en localidades de costa abierta (tamafio del pene en hembras un 5-
10% el de los machos, nula o minima esterilidad) y los mas altos en las del interior de las rias (tamafio del pene en hembras
hasta un 40-50% el de los machos, hasta casi 50% de hembras estériles en algunos lugares) (Fig. 2, b y c). Demostrando
que las medidas legislativas de principios de los 1990s no habian evitado la presencia de TBT en nuestras costas en
concentraciones suficientemente grandes como para provocar el imposex en cualquier punto del litoral (Fig. 2, d). Resultados
que reforzaban la vision del TBT como un contaminante a escala global y apoyaban la vision cada vez méas generalizada de
que el imposex era la norma en Nucella lapillus a lo largo de su rango de distribucién.
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Nuestros resultados también sugerian que la respuesta de esta especie no era idéntica a la de latitudes mas septentrionales.
Los diversos indices de imposex mostraban una relacion asintética significativa con la concentracion de contaminante (ej.
Fig. 2, e). Sin embargo, a iguales niveles de bioacumulacion el desarrollo del imposex (tamafio del pene en hembras, grado
desarrollo de su VD, porcentaje de esterilidad) era menor en nuestro caso. Resultados que sugerian que la sensibilidad de la
especie al contaminante no era idéntica a lo largo de todo su rango de distribucién, en contradicciéon con la creencia general
previa, basada principalmente en estudios a lo largo del litoral britdnico. Planteando que esta diferencia en sensibilidad podia
guardar relacion con el hallazgo reciente de cierta variabilidad en la expresiéon del imposex. Variabilidad cuyas implicaciones
analizamos posteriormente.

Tanto TBT como sus metabolitos DBT y MBT cambiaban en paralelo de concentracion entre localidades (coeficientes de
correlacién en torno a 0.8). Sin embargo, la abundancia relativa de TBT frente a sus metabolitos variaba de unos sitios a otros.
En los animales menos contaminados, de costa abierta, no sélo la concentracion total de TBT era menor, sino también la
fraccion que dicho TBT representaba frente a su metabolito DBT. Observacién que sugeria que el TBT de esos animales
procedia de una fuente mas lejana que el que contaminaba los animales del interior de las rias con mayor concentraciéon de
contaminante y una mayor fraccion de butilestafio a modo de TBT. Esto llevaba a pensar que el TBT en esas zonas de costa
abierta podia proceder bien de contaminante ?escapado? del interior de las rias o incluso, al menos en parte, del intenso
trafico maritimo internacional que discurre a lo largo del litoral gallego. Hipdtesis reforzada por la ausencia de TPT en los
tejidos de los animales de costa abierta, a diferencia de los de interior de las rias. Cabe mencionar que este compuesto suele
encontrarse en zonas donde hay embarcaciones deportivas, pero suele ser indetectable en lugares donde la contaminacion de
organoestannicos procede principalmente de barcos comerciales.
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Figura 2. Imposex en Nucella lapillus. a) Especimenes de Nucella lapillus procedentes de una localidad
protegida. b) indice del Tamafio Relativo del Pene (RPSI en %) por localidad (sector azul). ¢) Porcentaje de
hembras estériles por localidad (sector rojo). d) Concentracion de los estannanos (MBT, DBT, TBT y TPhT)
medidos en tejidos de hembras de 19 localidades. e) Relacion entre la concentracion de TBT en los tejidos
de las hembras (ng Sn/ g PS) y el indice del Tamafio Relativo del Pene (RPSI, %).
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Demostracién de la versatilidad de los biomarcadores: uso de trasplantes

Antecedentes. Otra conclusion de nuestro sondeo con Nucella lapillus era que esta especie, por su ausencia en
determinados enclaves, no podia usarse como indicador de TBT en todo el litoral. Ausencia que podia sospecharse debida a
la propia contaminaciéon en algunos casos. Como en las inmediaciones del puerto de A Corufia o la ria de Ferrol, donde
Nucella lapillus habia sido habitante comin del litoral en el pasado pero nosotros no habiamos sido capaces de encontrarla en
la actualidad. Por culpa de ello, el auténtico grado de contaminacion del litoral quedaba distorsionado al carecer precisamente
de datos para lugares donde potencialmente esa contaminacion podia ser mas elevada debido a la existencia de grandes
puertos.

Objetivos. Ante esta situacion realizamos ensayos, trasplantando individuos procedentes de localidades con poco imposex,
persiguiendo dos objetivos: demostrar la viabilidad de esta especie como indicadora de la contaminacién también en esas
zonas, y obtener una valoracién de la contaminacion en esos lugares.

Método y protocolos. Realizamos dos experiencias consecutivas ensayando una modalidad diferente de trasplante en cada
una (Barreiro et al., 1998, Quintela et al., 2000). En la primera, trasplantando los individuos a tres puntos dentro del puerto de
A Corufia en nasas de pesca sumergidas permanentemente, como trasplante que permite trabajar incluso en sitios donde no
hay un habitat adecuado para Nucella. Y una segunda, donde los trasplantes se hicieron en 2 sitios dentro del puerto de A
Corufia y 2 en la ria de Ferrol, directamente sobre roca para una exposicion a la contaminacion mas fiel a la de condiciones
naturales. En total la duracion de los ensayos fue de 5 (hasas) y 6 (roca) meses (Fig. 3).
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Figura 3. Trasplantes de Nucella lapillus. Mapas de las zonas donde se han llevado a
cabo los trasplantes: puertos de Ferrol y A Corufia. Individuos de Nucella lapillus del
trasplante en roca marcados con una estria limada en la concha (fotografia superior). Arte
de pesca utilizado para el trasplante en nasa (fotografia inferior).
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Resultados y conclusiones. El trasplante en nasa fue perfectamente, con mortalidad < 1% vy reinicio del crecimiento en los
animales (Fig. 4, a), a pesar de ser adultos, quienes aumentaron apreciablemente en longitud (un 10%) y peso (sin concha,
un 30%). La situacion fue algo diferente en los trasplantes de roca con una baja recuperacién de individuos trasplantados
(~20%) y hallazgo de animales muertos o en mal estado con cierta frecuencia, aunque también en este caso pudo
completarse la experiencia.

Ambos tipos de trasplante fueron (tiles para detectar y cuantificar la contaminacién por TBT. Encontrando un razonable
paralelismo en las respuestas obtenidas en los dos casos tanto en bioacumulacién de TBT como en incremento en longitud
del pene de las hembras. En ambas modalidades de trasplante los cambios mas marcados de intensidad de imposex
(longitud del pene de hembras) ocurrieron al principio del periodo de exposicién, siendo mas rapida la respuesta en las nasas
(1 mes) (Fig. 4, b) que en la roca (3 meses) (Fig. 4, c). Lo que indicaba que este tipo de experiencias no necesitan
prolongarse mas de 2-3 meses para detectar la contaminacion por TBT y poder comparar distintos lugares. Sin embargo,
fueron necesarias exposiciones mas largas para obtener un desarrollo del imposex comparable al de las poblaciones
naturales. De hecho, en el caso de los trasplantes de roca la relacion entre intensidad de imposex y bioacumulacién de TBT
fue muy semejante a la vista en poblaciones naturales, sugiriendo que los trasplantes son una alternativa adecuada para la
deteccién de la contaminacion por TBT, lograndose con exposiciones de unos 5-6 meses respuestas que reproducen
razonablemente las vistas en poblaciones naturales.

Los resultados mostraron claramente la importancia de la contaminacién por TBT en las dos areas estudiadas. Capaz de
inducir un desarrollo apreciable del imposex incluso en individuos adultos. Lo que, aunque no demuestra categéricamente que
el TBT sea el responsable de la ausencia de esta especie en esos lugares sugiere que éste puede tener o haber tenido cierta
responsabilidad. Sobre todo si se tiene presente que el efecto de ese mismo nivel de exposicién a este contaminante por
parte de individuos juveniles puede ser mayor que el visto, por nosotros, con adultos.
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Figura 4. Trasplantes de Nucella lapillus. a) Especimenes procedentes de la
localidad fuente del trasplante en nasas: individuo del control (especimen de la
izquierda) e individuo trasplantado a nasa que experimenté reanudacion del
crecimiento (derecha). b) Longitud de pene de las hembras (media = ET) a lo
largo del trasplante en nasas: en el campo (CR, control de roca) y en las nasas
(CN y C1-C3). c¢) Longitud de pene de las hembras (media + ET) a lo largo del
experimento de trasplante en roca: en el control (C) y en los puntos de
trasplante (CR1-2 y FR1-2).
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Un problema en Galicia: el Sindrome de Dumpton, sus consecuencias para la conservacién de
la especiey suuso como biomarcador de TBT

Antecedentes. El sondeo del litoral gallego nos habia mostrado que el imposex en Nucella lapillus en Galicia presentaba
cierta variabilidad en su expresion, destacando la existencia de hembras con imposex pero sin pene (Fig. 5, a). Variabilidad
que no aparecia en el Reino Unido pero si se habia encontrado en la Bretafia francesa, en el sector meridional del rango de
distribucion de este gasteropodo en el Atlantico europeo. Y que habia llevado al grupo aleman de Stroben y colaboradores
(Stroben et al., 1991; Stroben et al., 1992), a desarrollar una modificacién del esquema de clasificacion de desarrollo del VD
original, propuesto en base a observaciones en el Reino Unido (Gibbs et al., 1987), para adecuarlo a las variantes encontradas
en el desarrollo de imposex. Sin embargo, no se habia considerado la posibilidad de que esa variabilidad pudiera tener alguna
conexién con diferencias entre individuos en su sensibilidad al TBT. Pese a que en 1993 se encontré una pequefia poblacion
superviviente de Nucella lapillus en una zona del SE de Inglaterra donde la contaminacién por TBT habia hecho desaparecer a
la especie (Gibbs, 1993). Esta poblacién incluia un porcentaje (10%) de machos con aparato genital incompleto (Fig. 5, b) por
culpa de un defecto genético (Sindrome de Dumpton, SD). Ese defecto podia trasmitirse a las hembras con imposex, las
cuales se masculinizaban menos, impidiendo que el imposex las esterilizase y permitiendo asi la supervivencia de la especie.
El mismo fenémeno se encontré algo mas tarde también en las inmediaciones del puerto de de Brest (Huet et al., 1996).
Aunque su relevancia pas6 desapercibida al parecer una anomalia restringida geograficamente a dos enclaves dentro del
amplio rango de distribucion de la especie.

Obijetivos. Sin embargo, nuestro hallazgo de hembras con imposex pero sin pene en Galicia indicaba que el SD no se limitaba
a esas dos zonas del litoral atlantico europeo. Es mas, como en Galicia las poblaciones con este sindrome eran mas
frecuentes que en esas otras dos zonas, decidimos aprovechar la oportunidad que esto representaba para, estudiar mas
detalladamente su presencia y distribucion geogréafica en Galicia e indagar las posibles consecuencias del SD para proteger a

la especie del TBT y para el uso del imposex como biomarcador de TBT (Barreiro et al., 2000, Quintela et al., 2002).

Protocolo. Para ello la base de datos de 36 localidades que teniamos del sondeo inicial se completé muestreando mas
localidades hasta un total de 56 todo a lo largo de la costa gallega.

Resultados y conclusiones. El primer problema con el que nos enfrentamos fue que los esquemas convencionales de
desarrollo del VD no se ajustaban bien a lo que nosotros encontrdbamos en Galicia, y no siempre cuantificaban
adecuadamente la intensidad del imposex. Propusimos asi una nueva version modificada del sistema original, que ademas de
ajustarse mejor a los casos que nosotros habiamos encontrado, mantenia un sentido biolégico, al basarse sélo en el VD que
es el rasgo del imposex que puede acabar esterilizando a las hembras, y es mas sencillo y facil de aplicar que otras
versiones anteriores (Fig. 5, c).
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Figura 5. Sindrome de Dumpton (SD) en Nucella lapillus. a) Esquema de macho afectado por SD: afélico y con la
prostata rasgada. b) Esquema de hembra VDS 4 afectada por SD: afalica y con el vaso deferente completo. c)
Propuesta de esquema de la Secuencia del Vaso Deferente (VDS) basada sélo en el desarrollo del vaso deferente.
Antes del estadio 3 los individuos afalicos y portadores de pene son indistinguibles. El estadio 6 afélico se muestra
s6lo como posibilidad porque no ha sido encontrado todavia (Barreiro et al., 1999). Abreviaturas: a (ano), ca

(capsulas abortadas), gp (gonoporo), p (pene), vd (vaso deferente).
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La presencia de SD en Galicia estaba muy extendida por todo el litoral, encontrdndose tanto machos como hembras afélicas
dispersos por toda la region, sin patron geogréfico alguno (Fig. 6). La afalia femenina se podia encontrar en muchos mas
sitios que la masculina. Existiendo también diferencias entre sexos en el porcentaje de individuos afectados, nunca
superando los machos el 20% (generalmente < 10%) mientras que se podian encontrar poblaciones con un 20-50% de
hembras con SD. En cualquier caso, el sindrome se debia considerar un fenémeno de baja frecuencia incluso en las hembras
(casi un 50% de poblaciones con < 10% de individuos afectados).
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Figura 6. Sindrome de Dumpton (SD) en Nucella lapillus. Distribucién y frecuencia de afalia femenina y masculina
por localidad.
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El imposex era la norma en la especie y un 90% de las hembras estaban en un estado de VDS de 4 ¢ 5, es decir con un VD
totalmente desarrollado, que en algunas incluso impedia la reproduccion. Sin embargo, en muchas localidades coexistian
hembras sin imposex o con s6lo imposex inicial con otras que sufrian ese imposex muy intenso, observacion inusual en esta
especie. Encontrando que la presencia de hembras sin nada o con poco imposex estaba significativamente ligada a la
presencia de SD en la poblacion, observacion que reforzaba la vision del SD como protector de los efectos del TBT (Fig. 7, a).

Por otra parte, nuestro resultados también mostraban que el SD puede alterar la relacion entre intensidad de imposex e
intensidad de la contaminacién. Relacién usualmente considerada como muy homogénea justificando que la Comisién
OSPAR recomiende el imposex en Nucella lapillus para monitorizar la contaminacién por TBT en el Atlantico Noroccidental.
Sirviendo asi de llamada a atencion sobre el correcto uso del imposex como biomarcador en esta especie en costas
europeas.

Antecedentes Por otra parte, las experiencias con los trasplantes y el examen de un gran nimero de individuos nos habia
llevado a sospechar que el SD podia proteger de los efectos del TBT no solo favoreciendo que las hembras presentase un
imposex menos intenso sino también su VD fuese mas delgado y por tanto mas dificil que impidiese el funcionamiento de la
papila genital.

Objetivo. Realizamos asi un pequefio estudio que demostrase cuantitativamente esas apreciaciones subjetivas comparando el
calibre del VD de individuos con SD con el de individuos sin este sindrome.

Protocolo. Recogiendo un gran ndmero de individuos en 3 sitios con SD y 3 sin SD para medir el calibre de su VD.

Resultados y conclusiones. Los resultados obtenidos confirmaban nuestras apreciaciones subjetivas, siendo el calibre del
VD claramente mayor en las hembras sin SD, triplicando, en valores medios, al de las hembras Dumpton (Fig. 7, b).
Igualmente, el VD de los machos normales duplicaba al de los machos Dumpton (Fig. 7, c¢). Ademas, con frecuencia el
calibre en hembras (sin SD) superaba, hasta duplicarlo o incluso cuadruplicarlo, el de los machos, destacando que este
6rgano masculino cuando aparece en las hembras tiene un desarrollo anormal que facilita la esterilizacion. Por tanto, nuestros
resultados explicaban por qué el porcentaje de hembras estériles era claramente menor en los individuos con SD que en los
que no lo tienen. El menor calibre del VD en las hembras Dumpton hacia menos probable que ese vaso interfiriese con el
normal funcionamiento de la papila genital.
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Figura 7. Sindrome de Dumpton (SD) en Nucella lapillus. a) No-independencia entre presencia de hembras
con SD y ausencia de imposex (i.e. VDS 0). Se indica el nimero de localidades muestreadas. Afalia
femenina presente se refiere a puntos donde existen hembras con VD bien desarrollado (VDS 3 a 5) pero
carentes de pene. El valor p del test chi-cuadrado con correccion de Yates es <0.0001. b-c) Diferencias en
el calibre del vaso deferente entre individuos afectados (en rojo) y no afectados (en verde) por el Sindrome
de Dumpton. Valores individuales del calibre del vaso deferente (VDC) de hembras (b) y machos (c) por
localidad. Los gréaficos de caja adyacentes resumen los valores totales para cada sexo.

Imposex en otras especies: Nassarius reticulatus

Antecedentes. Aunque Nucella lapillus es un excelente indicador de TBT, no permite cubrir todo el litoral pues no habita
costas sin sustrato rocoso intermareal, ni zonas de baja salinidad, ni con alta contaminacién por TBT. Para esos casos existe
otra opcion, y es usar especies alternativas como el Nassarius reticulatus (Fig. 8, a) que también desarrolla imposex y si
suele habitar esos lugares.

Objetivo/interés del estudio. Con la intenciéon de tener mas informacion sobre el nivel de contaminacién en esas zonas,
hicimos un sondeo del imposex y la bioacumulacién en Nassarius reticulatus, centrado principalmente en las dos rias en las
gue habiamos detectado una presencia importante de TBT con los trasplantes (Barreiro et al., 2001). Muestreando también, a
efectos comparativos, sitios en la ria de Vigo (otra ria con trafico comercial intenso) y varios puntos en las de Betanzos y
Muros, a modo de referencia de una zona menos contaminada. La sorpresa fue que durante este sondeo encontramos que en
algunos sitios una parte apreciable de las hembras contenian masas de cépsulas de huevos abortadas que indicaban que
eran estériles (Fig. 8, b). Hallazgo inesperado que llevo a un analisis méas detallado tratando de descubrir si el imposex podia
tener alguna relacion con la esterilidad.

Protocolo. El imposex se cuantificd siguiendo la metodologia convencional. Sin embargo, tras examinar las primeras
muestras nos percatamos de que la masculinizacion en esta especie parecia afectar también a la seccion mas interna del
gonoducto femenino (la seccién gonadal). Por tanto, ensayamos una tercera estima del grado de masculinizacion basada en
el aspecto de esa zona del gonoducto femenino.

Resultados y conclusiones. Los resultados mostraron que, como ocurria con Nucella lapillus, el imposex era la norma en
todas las localidades afectando al 100% de las hembras en la mayor parte de los sitios estudiados. Aunque destacaban las 3
rias con grandes puertos comerciales (Ferrol, A Corufia y Vigo). Comparando con otras zonas de Europa, la conclusién
general era que el TBT estaba presente en todas las zonas trabajadas en niveles comparables a los que se podian encontrar
en cualquier otra zona del litoral Europeo con fuentes de TBT como puertos. Pero que ademas no se limita a las
inmediaciones de grandes puertos como en ocasiones sugieren los datos obtenidos en otras zonas del mundo.

La masculinizacion de la seccion interna del gonoducto afectaba > 25% de las hembras, claramente asociado a la intensidad
del imposex. Esta deformacion tendia a aparecer sélo en hembras con un VD totalmente desarrollado (Fig. 8, c¢), apoyando la
idea inicial de que las deformaciones del gonoducto interno se debian también al TBT. Por otra parte, indicaba que se trataba
de un sintoma ?tardio? de masculinizacion que aparecia sélo cuando las hembras ya se habian visto expuestas a una
contaminacion fuerte por TBT. Proponiéndose ademas que el grado de masculinizacién de esa zona interna podia ser un
indice mas util para discriminar entre sitios muy contaminados que los indices convencionales de imposex.

Hasta la fecha se pensaba que Nassarius reticulatus era una de esas especies de gasteropodo en la que el imposex nunca
podia llevar a la esterilidad. Sin embargo, nosotros no soélo encontrdbamos hembras estériles sino que en los sitios en que
aparecian las encontrdbamos con cierta facilidad, y sus porcentajes iban de un 4-26% (Fig. 8, d). Aparecieron sé6lo en
localidades de Ferrol y A Corufia, ambas rias con fuerte contaminacion por TBT. Se trataba siempre de hembras con un grado
maximo de imposex. Indicando nuestros resultados que el porcentaje de esterilidad se relacionaba significativamente con la
intensidad del imposex, lo que sugeria que esa esterilidad podia estar de alguna manera relacionada o bien con el imposex, o
bien con los efectos del TBT.
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Figura 8. Imposex en Nassarius reticulatus. a) Dibujo de un especimen. b) Capsulas abortadas encontradas en el
interior de la glandula de la capsula. c) Oviducto convolucionado de una hembra fuertemente afectada por imposex.
d) Porcentaje de hembras estériles por localidad.

Un paso adelante: potencial para la recuperacion de Nucella Lapillus evaluado con técnicas
moleculares

Antecedentes. Desde que a finales de los 1970s empezé a percibirse que el TBT de las pinturas anti-incrustantes provocaba
efectos perjudiciales en el medio ambiente, se han ido adoptando medidas legislativas, que generalmente han consistido en la
prohibicion del uso de estas pinturas en embarcaciones de menos de 25 m de eslora. Prohibicién parcial que cominmente se
aplica en los paises en los que existe legislacion al respecto. A finales del 2001, la Organizacién Maritima Internacional
aprobd un Convenio Internacional que fijaba el 1 de enero de 2003 como fecha tope para seguir aplicando pinturas con TBT a
barcos, de manera que para el 1 de enero de 2008 no quede ningln barco pintado con TBT (International Maritime
Organization, 2001).

Objetivos. Por tanto, la situacién previsible de cara al futuro es que la contaminacion por TBT tienda a disminuir. Ante esta
situacion, nos planteamos un estudio para evaluar la capacidad potencial de Nucella lapillus para recolonizar areas de donde
habia desaparecido por culpa de la contaminaciéon por TBT. Anteriormente otros investigadores habian visto que el descenso
de las concentraciones ambientales de TBT ocurrido gracias a la prohibicion parcial estaba relacionado con una reduccién de
la intensidad del imposex y una mejora de la capacidad de reproduccién en N. lapillus (Evans et al., 1991, Evans et al., 1995,
Evans et al., 1996). Sin embargo, muy pocos estudios habian presentado evidencias de que N. lapillus hubiese recolonizado
zonas donde habia desaparecido por culpa del TBT, tal vez debido a que es un gasterépodo al que se le supone una
capacidad de dispersion limitada por falta de fase planctonica en su ciclo vital.
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Protocolo. La capacidad de dispersion se estimé recurriendo a ?métodos indirectos? que se basan en cuantificar el grado de
diferenciacion genética entre poblaciones bajo el supuesto de que mayor diferenciacion corresponde a menor capacidad de
dispersién (Quintela, 2002). Como datos moleculares para estimar esa diferenciacion genética utilizamos marcadores RAPDs
(Random Amplified Polymorphic DNA) en 6 poblaciones de Nucella lapillus elegidas por pares en tres rias y distantes desde 4
km hasta mas de 300 km de costa (Fig. 9, a).

Resultados. Los resultados obtenidos mostraban que nuestras poblaciones estaban muy diferenciadas genéticamente, con un
valor total de Fg; de mas de 0.4 que claramente correspondia a un flujo genético muy reducido (Fig. 9, b). La correlacion

significativa entre distancia genética y distancia geografica entre poblaciones junto con la coherencia entre los grupos de
poblaciones de un analisis cluster (Fig. 9, ¢) basado en distancias genéticas y la posicion geografica de esas poblaciones
nuestros datos indicaban que la dispersion en Nucella lapillus se encontraba limitada por ?aislamiento por distancia?: las
diferencias genéticas entre poblaciones aumentan cuanto mayor es la distancia geogréafica entre éstas. De hecho, sélo se
podia sospechar un cierto intercambio de individuos, aunque reducido, en el caso de las dos poblaciones que estaban mas
cerca la una de la otra. Lo que sugiere que la dispersion en esta especie seguramente se limita a distancias mas o menos
cortas entre poblaciones adyacentes.

De modo que los resultados eran tipicos de una especie poco mévil, y coherentes con el tipo de desarrollo larvario de Nucella
lapillus y caracter sedentario de sus individuos. Resultados que sugieren que Nucella lapillus tendra dificultades para
recolonizar areas mas o menos alejadas de potenciales poblaciones fuente.
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Figura 9. Estructura de poblacion en Nucella lapillus estimada mediante
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