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E L , N ST, TU TO E S P A N Q ]_ El Instituto Espafiol de Oceanografia (IEO), es un Organismo

’ Publico de Investigacién con dos funciones principales. Por un

D E O C E N O G R A ,: , A lado, desarrolla investigacion béasica y aplicada en numerosos
proyectos de investigacion relacionados con el medio marino.
Por otro, es responsable de ofrecer asesoramiento cientifico,
imparcial y riguroso, a las diferentes Administraciones
Publicas basado en datos cientificos. Para poder llevar
a cabo estas funciones, es necesaria una comprensién
holistica del funcionamiento fisico, quimico y bioldgico de
los ecosistemas marinos al objeto de poder interpretar y
asesorar sobre el impacto que ejercemos sobre ellos. Los
informes de asesoramiento cientifico del IEO proporcionan
recomendaciones que pueden mejorar las decisiones de los
gestores sobre el uso mas adecuado de los recursos marinos
vivos y los ecosistemas.
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El establecimiento del Centro Oceanografico de Vigo del
IEQ, el 2 de septiembre de 1917, fue debido a la crisis de la
sardina de los primeros afios del siglo XX que tuvo una enorme
repercusion social en las Rias gallegas, provocando una gran
preocupacién en el sector pesquero y en la sociedad. Cien
afios después, nos encontramos con un escenario similar, en
el que la escasez de sardina vuelve a causar inquietud en el
sector. Sin embargo, en la actualidad, la forma de abordar estos
estudios ha evolucionado hasta un enfoque multidisciplinar,
trabajando en el marco del Ecosistema y teniendo en cuenta
las especies acompafiantes en la cadena tréfica, el medio fisico
en el que se desarrollan y todas las actividades que les afectan,
como puede ser la pesca u otro tipo de explotaciones.

El trabajo realizado por el Centro Oceanogréafico de Vigo, en
este siglo de existencia, ha estado enfocado al servicio de la
sociedad y del tejido productivo de su entorno, afrontando
grandes retos de investigacion, desarrollo y consejo cientifico
dirigidos a dar respuesta a los requerimientos y desafios
sectoriales en materia de medio ambiente, pesca, acuicultura
y calidad de los productos alimenticios de origen marino.

El reconocimiento a la gran labor de investigacién realizada por
el Centro de Vigo para incrementar el conocimiento cientifico
de los océanos, la sostenibilidad de los recursos pesqueros,
el desarrollo de los cultivos marinos y el respeto y proteccion
del medio ambiente marino asi como el importante trabajo de
formacién de investigadores y técnicos sobre el medio marino
y en la divulgacién y comunicacién cientifica de los resultados
de sus estudios esté siendo reconocido, este afio 2017, tanto a

EDITORAL

nivel local como regional. El 27 de marzo el Concello de Vigo le
ha concedido la Medalla de Oro de la ciudad y el 28 de junio
ha recibido la Medalla Castelao, el méaximo reconocimiento
que otorga la Xunta de Galicia para reconocer el trabajo de la
sociedad civil.

Estos galardones concedidos al Centro Oceanogréfico de Vigo
y que provocan una enorme satisfaccion y orgullo a todo su
personal, reflejan la puesta en valor del servicio del IEO a
la sociedad a través de una labor cientifica realizada de una
manera seria y responsable. Por ello, toda la investigacién
marina estd de enhorabuena, pues se reconoce el papel
fundamental del avance en el conocimiento en el campo de
las ciencias marinas en nuestro pais, donde el impulso a la
investigacién deberia ser una prioridad para el Gobierno.

Es importante destacar que el Instituto Espafiol de Oceanografia
y el Instituto de Cultura, Ciencia y Tecnologia tienen como
objetivo comun, entre otros, apoyar y favorecer la comunicacién
y divulgacién cientifica concienciando a la sociedad de la
importancia de las ciencias marinas y de la necesidad de velar
por la salud del Ecosistema Marino y la explotacién sostenible
de sus recursos. Para alcanzar esta meta es imprescindible
potenciar la difusién de los conocimientos adquiridos en los
numerosos proyectos de investigacion realizados por las
Instituciones que trabajan en este ambito del conocimiento.
La transferencia de los resultados es una deuda contraida con
la sociedad, ya que sin ciencia no hay futuro en nuestros mares
y sin divulgacién la ciencia carece de sentido.

M? Victoria Besada Montenegro

Directora Centro Oceanografico de Vigo del Instituto Espafiol
de Oceanografia (IEO)
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ECOLOGIAY BIODIVERSIDAD MARNA

EL CABALLITO DE MAR NARIZON,
HIPPOCAMPUS GUTTULATUS, UN SIMBOLO A PROTEGER.

Andreu Blanco

Departamento de Ecologia y Biologia Animal, Facultad de Ciencias del Mar, Universidad de Vigo, Espana

INTRODUCCION

Los caballitos de mar pertenecen al género Hippocampus;
este nombre proviene del griego Hippokampos (Hippos- y
-kampos) que literalmente significa caballo-monstruo. Los
“Hippokampos” (caballos con cola de pez) pertenecen a un
antiguo grupo de animales mitoldgicos entre los que podemos
encontrar, ademas de los caballitos de mar, a los “Leokampos”
(leones con cola de pez), “Taurokampos” (toros con cola de
pez), “Pardalokampos” (leopardos con cola de pez), o los
“Aigikampos” (cabra con cola de pez). Todos ellos comparten
la caracteristica comun de poseer la parte anterior del cuerpo
de algun animal de origen terrestre y una cola serpentina
de pez como parte posterior. Ademas, de acuerdo con esta
definicién, cabe resaltar la figura de “Satyroi”, o mas conocidas
como sirenas. Desde su descripcion por los antiguos griegos,
los caballitos de mar se han convertido en simbolo de muchas
culturas y se han descrito y representado tanto en la literatura
como en una gran variedad de objetos: presentes en los
poemas de Homero como los caballos del carro de Poseiddn,
iconografias de broches y monedas datados entre los siglos
IV y VI (Waxman, 2008; IAA, 1981), y ya en la actualidad en
multitud de reclamos publicitarios, sellos, dibujos y un gran
abanico de representaciones y simbolos.

A pesar de su alto valor cultural (Figura 1), las poblaciones
salvajes de caballitos de mar se encuentran mundialmente
amenazadas por diversos factores, incluyendo la pérdida de
hdbitat, la captura accidental asociada a determinadas artes
de pesca, v la presion pesquera sobre estas poblaciones para la
Medicina Tradicional China o su comercio para la acuariofilia
y suvenires. Por ello, en 1988, la Unién Internacional para
la Conservacién de la Naturaleza (IUCN) incluy6 la primera
especie de caballito de mar (Hippocampus capensis) en la
Lista Roja de Especies en Peligro (IUCN, 2014). Mé&s adelante,

§ WESTIGACION

en 1996, después de los hallazgos derivados de uno los trabajos
de referencia sobre el estado de las poblaciones naturales de
caballitos de mar a nivel mundial (Vincent, 1996) y debido a
la gran variabilidad en la resiliencia de las diferentes especies
y a la disminucién generalizada de sus poblaciones naturales,
todas las especies de Hippocampus se incluyeron en dicho
listado. De este modo, un 88% de las especies se incluyé en
la lista como ‘Vulnerable’ y el resto como ‘Datosinsuficientes’
(TUCN, 2014). Desde entonces y tras varias revisiones
del listado, en 2012, diez especies se catalogaron como
‘Vulnerable’, 26 especies como ‘Datosinsuficientes’, una de
ellas como ‘En peligro’ y una como ‘Fuera de peligro’. Ademas,
la Convencién sobre Comercio Internacional de Especies en
Peligro (CITES, de sus siglas en inglés) ampara todas las
especies de caballitos de mar en el Apéndice II, por lo que aun
pudiéndose comerciar con ellas, los paises firmantes deben
preservar sus poblaciones naturales (CITES, 2002).

MEDIDAS DE CONSERVACION: EL CULTIVO

La aplicacién de medidas de conservacién, como la cria
en cautividad, es necesaria como solucién potencial para
garantizar el bienestar y la recuperacion de las poblaciones
naturales (Figura 2). Uno de los mayores problemas en el
cultivo de caballitos de mar ha sido que tradicionalmente
dependia de la captura de machos prefiados para la obtencién
de camadas viables (Wilson and Vincent, 2000). Como
resultado, las poblaciones naturales se han visto mermadas
en lugar de verse favorecidas a través de la produccién de
juveniles como resultado de estos cultivos (Tlusty, 2002),
no solo evitando las capturas de animales salvajes para su
comercio sino produciendo una fuente viable de potenciales
repobladores. Una produccién eficaz de caballitos de mar
deberia desarrollar protocolos y técnicas sencillos que



Figura 1. Hippocampusguttulatus
en cautividad (A, D, E) y en medio
natural (B and C). Machos (A y B),
Hembras (Cy D) y juvenil (E).

ofreciesen un comercio viable y estable, que asegurase los
objetivos de conservacién y que, a la vez, proporcionase un
estilo de vida alternativo para los pescadores que obtienen
su sustento de su pesca en medio natural (Vincent, 1996).
Los caballitos de mar pertenecen a la familia Syngnatidae,
palabra greco-latina que significa mandibula (-gnathos) junta
(syn-), y como tal poseen una estrategia de alimentacién
comun, la succidén, por la cual una expansién bucofaringea
produce una corriente de agua que arrastra a las presas y
evita que escapen (Roos et al., 2010). Ademas, tienen un
conducto intestinal simple sin estémago (Wardley, 2006) y
por lo tanto una capacidad digestiva limitada y altamente
dependiente de los enzimas digestivos (Figura 3). La escasa
actividad quitinolitica de algunas especies de caballitos
de mar explica la escasa digestibilidad de algunas presas,
especialmente aquellas que presenten exoesqueletos gruesos
y acorazados como, por ejemplo, los nauplios de Artemia,
pudiendo aparecer nauplios vivos en las heces de los juveniles
de estas especies de caballito de mar (Blanco et al., 2015).
De hecho, la alimentacion y los requisitos nutricionales de
los caballitos de mar son uno de los mayores problemas para
su cultivo (Koldewey and Martin-Smith, 2011). Los juveniles,
desde recién nacidos, son depredadores voraces que capturan
sus presas activa y selectivamente (Blanco and Planas, 2015).
El uso de copépodos en su cultivo ha demostrado grandes

Figura 2. Macho de caballito de mar, Hippocampusguttulatus,
prefiado un dia antes del parto.

IWESTIGACON 9




FCOLOGIAY BODNERSDAD

TABLA1. PRECIO DE MERCADO DE DIFERENTES ESPECIES DE
CABALLITOS DE MAR POR MORFOTIPO Y PAIS DE VENTA.

ESPECIE Y VARIEDAD PRECIO VENDEDOR FUENTE
Hippocampuserectusvar Red Fire 332 € USA www.seahorse.com
Hippocampuserectusvar Pintos 332 £ USA www.seahorse.com
Hippocampus whitei 332 € USA www.seahorsecorral.com
Hippocampus reidivar Leopard 112 € Spain www.tiendadecaballitos.com
Hippocampus guttulatus juvenile 65 € Spain www.tiendadecaballitos.com
AustralianHippocampuskuda 74 € USA www.liveaquaria.com
Yellow Hippocampus kuda 65 € UK www.aquaticstoyourdoor.uk

beneficios en el cultivo de juveniles incrementando su supe
os factores esenciales en la modulacién de una gran cantidad
de procesos biolégicos y fisioldgicos. Ademads, es un factor
determinante en el crecimiento y supervivencia de varias
especies de caballitos de mar; el rango térmico en el cultivo
de caballitos de mar es muy amplio y puede variar desde los
10 a los 28°C (Martinez-Cérdenas and Purser, 2012; Wong and
Benzie, 2003;Lin et al., 2010; Planas et al. 2012).

Otro de los factores importantes en el cultivo de caballitos de
mar es el fotoperiodo ya que éstos son depredadores visuales
y, por tanto, requieren de ciclos de luz-oscuridad determinados
para la captura y digestién de las presas. En este sentido, la
relacién dptima entre dia/noche en el cultivo de caballitos
de mar presenta una gran discrepancia interespecifica con
cultivos exitosos en regimenes de luz continua (24h luz), 16h
luz / 8h oscuridad, 12h luz / 12h oscuridad y 10h luz / 14h
oscuridad (Pawar et al., 2011; Otero-Ferrer et al., 2010; Lin et
al. 2010; Blanco et al. 2014).

Por ultimo, la distribucién de los juveniles y de sus presas se
ve altamente condicionada a la turbulencia y movimiento de la
masa de agua dentro de los acuarios y, por tanto, determinard
la energia invertida en natacién, captura, alimentacién y
crecimiento de los juveniles. De hecho, se ha registrado una
mayor supervivencia de juveniles cultivados en condiciones
de elevada turbulencia respecto a los cultivados en aguas mas
tranquiles; aunque las tasas de crecimiento de los primeros
fueron menores debido principalmente al elevado gasto de

Figura 3. Aparato mandibular de un juvenil de caballito de mar, energia en condiciones de mayor turbulencia.
Hippocampusguttulatus, de 20 dias de edad.
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GALICIA, FUENTE DE CABALLITOS DE MAR

BIBLIOGRAFIA

En Galicia, las poblaciones naturales de caballitos de mar
presentes pertenecen, mayoritariamente, a la especie
Hippocampus guttulatus. Esta especie se encuentra en una
situacién de reduccién demogréfica genética a largo plazo
(Lopez 2011) y, por tanto, es esencial su reproduccién en
cautividad y la proteccién de sus poblaciones naturales.
Por ello, en 2006 se inicié en el Instituto de Investigaciones
Marinas del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(IIM-CSIC) el Proyecto Hippocampus, un programa de cultivo
en cautividad de reproductores de H. guttulatus con la
finalidad de recuperar las poblaciones gallegas de caballito de
mar mediante la reproduccién en cautividad de adultos. Més
adelante, en 2008, el Proyecto Hipporearingse enmarco en la
produccién de juveniles como herramienta de conservacion
de las poblaciones naturales con los objetivos especificos de
mejorar la supervivencia y el crecimiento de los juveniles
cultivados en cautividad.

Como resultado se desarrolld un procedimiento de cultivo
para el Hippocampus guttulatus basado en el uso de acuarios
especificamente disefiados para el proyecto (Pseudo Kreisel,
figura XX), una fuerte aireacién para aumentar la turbulencia
y evitar, asi, la sobreexpansién de la vejiga natatoria de
los juveniles, una temperatura aproximada de 19°C y un
fotoperiodo de dia largo (16h luz / 8h oscuridad). Ademas, se
propuso un esquema alimentario de acuerdo al desarrollo del
sistema digestivo de los juveniles y de la ontogenia de sus
enzimas digestivos, a la preferencia por determinadas presas
y al tamafio de su boca. Este esquema incluia el suministro
de copépodos durante, al menos, los primeros 10 dias de
vida de los juveniles. Bajo estas condiciones de cultivo se
consiguid cerrar el ciclo de vida de esta especie por primera
vez, produciendo camadas con un éxito de supervivencia en
torno al 90% (Blanco, 2014). De este modo se ha conseguido
introducir el H. guttulatus en el mercado de la acuariofilia
con un elevado valor, (Tabla 1), con una produccién estable
que aseguran el bienestar de las poblaciones naturales y
potencialmente mejorarlas a través de futuras acciones
dirigidas a la repoblacién y refuerzo de las poblaciones
naturales ya establecidas en aguas gallegas.
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RECUPERACION DE SUELOS DE MINA MEDIANTE

LA APLICACION DE TECNOSOL Y BIOCHAR COMBINADOS CON BRASSICA JUNCEA L.

Rubén Forjan, Alfonso Rodriguez-Vila, Beatriz Cerqueira, Emma F. Covelo.

Departamento de Biologia Vegetal y Ciencias del Suelo, Facultad de Biologia. Universidad de Vigo.

INTRODUCCION

La mineria es la actividad industrial dedicada a la obtencién
de georrecursos para el abastecimiento de materias primas a
la poblacién. Este tipo de mineria provoca un gran impacto
ecoldgico, social y cultural. Ademads, es una actividad
industrial no sostenible, ya que la explotacién del recurso
supone su agotamiento y la recuperacién total de la zona
explotada es précticamente imposible (Instituto Geoldgico y
Minero de Espafia, 2004).

Un ejemplo de este tipo de mineria fue a mina de cobre de
Touro situada en el ayuntamiento de Touro localizado al sur
de la provincia de A Corufia y limitando con el rio Arinteiro
(Figura 1). Este yacimiento fue explotado por Explosivos Rio
Tinto S.A entre los afios 1973 y 1988. Cuando ces6 la actividad
minera en el afio 1988 en esta zona no se aplicaron medidas
de recuperacién ya que la legislacion vigente en ese afio no 1o
exigia. En este suelo la existencia de elevadas concentraciones
de metales, no sélo Cu y Fe, sino también Ni, Pb y Zn, junto
con la posibilidad de aumento de su solubilidad al disminuir el
PH, causan una fuerte contaminacion de las aguas y los suelos
circundantes (Asensio et al., 2011, Pérez-Otero, 1992). Ademés,
este suelo presenta bajos contenidos en carbono, nutrientes
y una capacidad de intercambio catiénica descompensada.
Desde hace afios el Catedratico Felipe Macias Vazquez ha
recuperado zonas de esta mina mediante la aplicacién de
enmiendas.

Otro problema de la sociedad actual es la produccién y gestién
de residuos, lo que puede provocar contaminacion del aire,
agua y suelo. Muchos de estos residuos son mal gestionados
incluso siguiendo la legislacién, filtrdndose o desechdéndose,

terminando de esta forma en el medio ambiente alterando los
ecosistemas. Para solucionar el problema de la recuperacion
de suelos contaminados o degradados, recientemente esta
aumentando la demanda de la utilizacién de enmiendas que
sean aplicables y econdémicas (Anawar et al., 2015, Puga
et al., 2016). Algunas de estas enmiendas se elaboran con
residuos que se producen en la sociedad actual, como son
entre otros los residuos de industrias agroalimentarias y
los lodos de depuradora residuos que actualmente también
son un problema por su compleja gestion. De este modo al
incluir los residuos en las enmiendas también se les da una
salida sostenible. Alguna de estas enmiendas elaboradas con
residuos son los tecnosoles y en los ultimos afios el biochar

Los tecnosoles comprenden un nuevo grupo de suelos de
referencia (GSR) y combinan suelos cuyas propiedades estan
originadas por su origen técnico. Presentan un contenido
significativo de artefactos, o estdn sellados por roca dura
técnica. Incluyen suelos de desechos, pavimentos con
sus materiales subyacentes no consolidados, suelos con
geomembranas y suelos construidos en materiales hechos por
el hombre (FAO, 2007).

Los tecnosoles pueden tener dos funciones: dar salida a los
residuos y como enmienda para recuperar o mejorar suelos. Los
tecnosoles pueden ayudar a la recuperacién de las funciones
del suelo en espacios degradados y/o contaminados y retener
una gran parte de su carbono y nitrégeno (Camps et al., 2008;
Macias, 2004, Macias et al., 2007; Yao et al, 2009) (Figuras
2y 3). A pesar de los grandes beneficios que presentan los
tecnosoles, éstos pueden tener problemas derivados de los
residuos con los que se elaboran. Algunos de estos problemas
son la presencia de metales.
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Figura 1. Mina de Touro.
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Figura 2. Planta de elaboracién de tecnosoles de la empresa TEN. Figura 3. Utilizacion de diferentes tecnosoles para recuperar zonas
con diferentes requerimientos. Macias-Garcia et al. (2009).
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Figura 4. Imagen de biochar obtenido a partir de biomasa de
eucalipto a 360 °C. La imagen se obtuvo mediante un microscopio
electronico de barrido por emision de campo (FE-SEM) equipado
con un espectrometro dispersivo de energia (EDS).

En el afio 2015, el International Biochar Initiative definid el
biochar como un carbén vegetal finamente granulado de alto
contenido en C organico y muy resistente a la descomposicién
(Figura 4). Se produce a partir de la pirclisis de plantas y
de residuos. Las caracteristicas de cada biochar dependen
del material de partida y de las condiciones a las que se
elabore (Dai et al.,, 2017). Como enmienda aplicable al suelo,
el biochar a menudo tiene un efecto encalante, y posee una
microestructura porosa que da como resultado una alta area
de superficie especifica y grupos funcionales activos en su
superficie, lo que implica una alta capacidad de complejar
metales en su superficie y una elevada capacidad de retencién
de nutrientes. Ademds de una gran importancia a la hora
de aumentar el almacenamiento de carbono en el suelo
reduciendo su emisién a la atmdsfera (Beesley y Marmiroli,
2011).

Autores como Fowles (2007) o Kammann et al. (2015)
demostraron que la combinacion del biochar con enmiendas
elaboradas con residuos como los tecnosoles mejora la
efectividad de los mismos.

En los ultimos afios este tipo de enmiendas (tecnosol y biochar)
ademas de combinarse entre sf, también se estdn empezando
a combinar con plantas fitorremediadoras. La fitorremediacién
es el uso de plantas y microorganismos asociados al suelo
para eliminar o reducir los contaminantes en el aire, suelo
y agua (Rascioa y Navari-Izzo, 2011). La fitoestabilizacién es
un tipo de fitorremediacién que reduce el riesgo intrinseco
de los contaminantes sin eliminarlos del lugar al reducir su
biodisponibilidad en el suelo. Una solucién simple para la

estabilizacién de los metales es la revegetaciéon con plantas
tolerantes a los mismos, muy util para la estabilizacién de
residuos mineros. Esta técnica impide la erosion y lixiviacion.

El objetivo de este trabajo es evaluar en el suelo de la balsa
de decantacién de la mina de Touro el efecto de diferentes
enmiendas tanto por separado como combinadas entre si como
con Brassica juncea L a la hora de reducir las concentraciones
fitodisponibles de cobre, niquel, plomo y zinc.

MATERIAL Y METODOS

Suelo y enmiendas

La zona de muestreo estd ubicada en la antigua mina de
cobre en Touro (Figura 1) (8° 20’ 12.06” W 42° 52" 46.18" N).
Para llevar a cabo el estudio, se seleccionaron un suelo y
tres enmiendas. El suelo escogido provenia de la balsa de
decantacién de la mina Touro (S), y las tres enmiendas
fueron arena (SS) suministrada por la empresa Leboriz S.L.U,,
utilizada como control neutro; tecnosol (T) suministrado por
la empresa Tratamientos Ecoldgicos del Noroeste (T.EN.) y
biochar (B) suministrado por la empresa Proininso S.A.

El suelo de la balsa de decantacién (S) se formé por la
decantacién de los residuos resultantes de la flotacién de
sulfuros durante el procesamiento del cobre. La balsa de
decantacién lleva seca desde hace décadas, y se considera
un suelo de acuerdo con la ultima version de la FAO (2007).

La arena (SS) consistia en arena de mar lavada.

El tecnosol (T) utilizado se elabord con una mezcla de lodos
de depuradora, lodo de una empresa de aluminio, cenizas de
una empresa de celulosa, residuos procedentes de la industria
agroalimentaria y arena procedente de plantas de depuracién.

El biochar (B) utilizado se elaboré a partir de madera de
Quercus ilex (roble) con una temperatura de pirdlisis de 400
°C durante 8 h.

Disefio experimental

El experimento en invernadero se realizd en cilindros para
tratar de reflejar los 45 centimetros superiores del suelo. Los
cilindros estaban hechos de PVC de 50 cm de alto y 10 cm de
didmetro. En los cilindros se introdujo una malla porosa con el
suelo o el suelo con los tratamientos (Figura b). Los diferentes
tratamientos aplicados fueron:

¢ Suelo de la balsa de decantacién + tecnosol (ST)

¢ Suelo de la balsa de decantacién + tecnosol + Brassica
juncea L. (STP)

NVESTGACON 15
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Figura 5. Diseiio experimental
TABLA 1. PROPORCIONES UTILIZADAS e Suelo de la balsa de decantacion + tecnosol + biochar (STB)

PARA ELABORAR LOS CONTROLES

Y LOS TRATAMIENTOS ¢ Suelo de la balsa de decantacién + tecnosol + biochar +

Brassica juncea L. (STBP).

Las proporciones utilizadas se detallan en la Tabla 1. El peso

total de cada cilindro fue 3,6 kg. El experimento se llevé a
S 100% cabo durante 11 meses a temperatura y humedad controladas.
ss 85% 15% Un total de 54 cilindros (9 cilindros por tratamiento) fueron
preparados y distribuidos al azar (S, SS, ST, STP, STB, STBP)
ST 85% 15% (Figura 5). Se retiraron tres cilindros de cada tipo en tres
tiempos diferentes: Tiempo 1 = 3 meses, Tiempo 2 = 7
STP 85% 15% meses, Tiempo 3 = 11 meses. Las mallas fueron retiradas
de los cilindros y procesadas para analisis a 3 profundidades
STB 85% 1% 4% diferentes: la primera de 0-15 cm, la segunda de 15-30 cm y
la tercera de 30-45 cm (Figura 5). Los cilindros se regaron a

STBP 85% 1% 4% capacidad de campo durante todo el experimento.
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TABLA 2. CARACTERISTICAS GENERALES DEL SUELO DE LA BALSA DE

DECANTACION (S), ARENA (SS), TECNOSOL (T) Y BIOCHAR (B).

S SS T B
pH 2,73+0,07d 3,8320,55¢ 6,04:0,05b 9,90+0,02a
Carbono total (9/kg) 1,93+0,15¢c 2,76+0,60c 256+2,51b 676+4,58a
Nitrégeno total (mg/kg) u.d 0,10+0,01c 17,6+0,50a 5,34+0,22b
CEC (cmol(+)kg-1) 6,11+0,05¢ 0,14+0,01d 76,6+4,80a 15,8+17,8b
Cu 637+2,08a 46,4+1,14¢ 226+5,13b 27,121,24d
Pb Pseudototal 16,1+1,00b 10,4+0,56¢ 89,6+1,52a u.d
Ni (mg/kg) 16,4+1,10b 8,26+1,05¢ 26,30,57a 25,0+2,00a
Zn 65,4+2,51b 18,9+1,20c 34045,50a 62,6+1,95b
Cu 139+2,08a 3,1120,17b 6,0120,03b u.d
Pb CaCl2 0,65+0,03a 0,1120,01c 0,3320,02b u.d
Ni (mg/kg) 2,25+0,30a 0,05¢ 1,03+0,02b 0,3320,02¢
Zn 64,4+1,24b 0,32+0,01¢ 16521,63a 1,24+0,01¢c

TABLA 3. EVOLUCION DE LAS CONCENTRACIONES FITODISPONIBLES (EXTRAIBLES CON CACL2) DE CU, PB,

NI'Y ZN (MG.KG-1) EN LA PROFUNDIDAD 0-15 A LO LARGO DE LOS 11 MESES DE TIEMPO EXPERIMENTAL.

Profundidad
AP S SS ST STP STB STBP
Cu 50.6+3.25a 3.37+0.07d 6.06+0.10c 6.64+0.09b 2.09+0.14f 2.54+0.10e
‘é_ Pb 0.41+0.08a 0.15+0.01e 0.39+0.04b 0.41+0.05a 0.23+0.01d 0.30+0.02¢c
E’ Ni 2.06+0.05a 0.07+0.01f 1.03+0.32c 0.22+0.01d 0.19+0.6e 1.54+0.70b
Zn 3.09+0.87e 0.42+0.02e 166+6.66a 160+1.47b 151+6.22c 145+3.54d
Cu 54.5+6.82a 5.30+0.20b 7.27+.091b 7.61+0.73b 1.16+1.00c 1.77+0.06¢
E_ Pb 0.44+0.02a 0.15+0.09d 0.37+0.02b 0.37+0.05b 0.22+0.01c 0.21+0.01c
E’ Ni 2.53+0.41a 0.02e 0.84+0.07c 0.94+0.10c 0.71+0.03d 1.55+0.29b
Zn 2.63+0.09d 0.59+0.88d 157+4.01b 166+1.98a 155+4.21b 134+3.69¢c
Cu 54.1+3.13a 4.76+0.39b 4.49+0.51b 4.11+0.07b 1.13+0.14c 1.22+1.00c
c‘g’_ Pb 0.44+0.04a 0.19+0.21e 0.38+0.01b 0.35+0.02c 0.30+0.01d 0.35+0.02¢
E’ Ni 3.32+0.25a 0.02e 1.28+0.06b 1.07+0.04c 1.03+0.02c 0.93+0.01d
Zn 2.34+0.70d 0.31+0.06d 167+0.75b 175+£3.11a 165+1.39b 151+4.02¢
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Analisis del suelo

Las muestras recogidas de los cilindros se secaron al aire, se
pasaron a través de un tamiz de 2 mm y se homogeneizaron.
El pH del suelo se determing utilizando un electrodo de pH en
agua 1: 2,6 para extraer el suelo. Se determind el carbono total
del suelo (CT) y el nitrégeno total (TN) en un moédulo LECO
CN-2000. Los cationes de cambio se extrajeron con BaCl2
0,1M (Hendershot y Duquett 1986) y sus concentraciones
se determinaron con un ICP-OES (Optima 4300 DV, Perkin -
Elmer). Las concentraciones fitodisponibles de cobre, niquel,
plomo y zinc de la solucién del suelo se extrajeron con CaCl2
0,01M (Houba et al., 2000). Las concentraciones pseudototales
de cobre, niquel, plomo y zinc se extrajeron con agua regia
por digestion dcida (Milestone ETHOS 1). Las concentraciones
de metales se determinaron mediante ICP-AES (Optima 4300
DV, Perkin-Elmer).

Determinacion de los metales en los tejidos vegetales

Las plantas de Brassica juncea L. (mostaza de la India) se
pre-germinaron en semilleros hasta que presentaron dos hojas
totalmente expandidas y posteriormente se transplantaron a
los cilindros (STP, STBP). Se realizaron 3 cosechas y en el
mismo estado de madurez (Tiempo 1 = 3 meses, Tiempo 2 =
7 meses, Tiempo 3 = 11 meses). En cada cosecha se separaron
los tallos y las raices y se lavaron cuidadosamente con agua
desionizada. La biomasa fresca se pesd inmediatamente y
la masa seca después de un secado en horno durante 48
horas a 80 ° C. Los tejidos vegetales, divididos en raices y
tallos, fueron secados al aire y posteriormente triturados. Las
concentraciones totales de Cu, Pb y Zn en Brassica juncea
L. se extrajeron por digestion &cida utilizando una mezcla de
H202 y HNO3 en un horno microondas (Milestone ETHOS 1).

Con el fin de establecer la capacidad fitorremediadora de
Brassica juncea L., se calcularon el coeficiente de transferencia
(TC) vy el factor de translocacién (TF).

El coeficiente de transferencia (TC) mide la eficiencia en
la absorcion de metales del suelo por parte de las plantas
(Peijnenburg y Jager, 2003).

Planta acumuladora o hiperacumuladora TC > 1 (Busuioc et
al. 2011).

El factor de translocacién (TF) mide la capacidad de translocar
metales de la raiz a la parte aérea.

Planta translocadora TF > 1 (Baker y Brooks, 1989).
Discusion

Evolucién de las concentraciones fitodisponibles de Cu, Pb
Ni, Zn
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En la profundidad 0-15 c¢m, los tratamientos provocaron un
efecto positivo en las concentraciones fitodisponibles de los
metales (Cu, Ni, Pb, Zn) reduciendo las de Cu, Pb y Ni, aunque
no las de Zn, en comparacion con el suelo de la balsa de
decantacion sin tratamiento (Tabla 3). La aplicacién directa de
tecnosol presentd las mayores concentraciones fitodisponibles
de Zn debido a los residuos con los que se elabord. Estas
concentraciones fitodisponibles de Zn suelen aparecer en el
suelo cuando se le aplican residuos como lodos de depuradora
o restos de industrias agroalimentarias los cuales suelen
contener altas concentraciones de Zn (Alvarenga et al., 2016,
Gonzalez-Gonzalez et al.,, 2013). Dentro de los tratamientos
aplicados, el tratamiento que combina tecnosol con biochar y
Brassica juncea L. (STBP) fue el més efectivo.

La reduccién de las concentraciones fitodisponibles de metales
estd relacionada directamente con el aumento de pH, CT y
CEC (Cui et al., 2016, Chandra et al., 2014; Karer et al., 2015;
Puga et al., 2015). Como se puede observar en la Tabla 2 tanto
el tecnosol como el biochar presentaron valores superiores
de estos factores en comparacién con el suelo de la balsa de
decantacion.

En la profundidad 15-30 cm (Tabla 4), los tratamientos aplicados
pierden eficacia a la hora de reducir las concentraciones
fitodisponibles de Cu, Pb, Ni y Zn. Sin embargo, al final del
tiempo experimental el tratamiento elaborado con tecnosol y
biochar y vegetado con Brassica juncea L. (STBP) redujo las
concentraciones de Cu y Ni en comparacién con el suelo de
la balsa de decantacién. Ademas, en esta profundidad STBP
fue el tratamiento que mejor resultados presentd entre los
tratamientos aplicados.

Después de los once meses de experimento se observd, que
en la profundidad 30-45 cm, tanto la aplicacién de tecnosol
como de tecnosol combinada con biochar (con y sin planta)
es efectiva a la hora de disminuir las concentraciones
fitodisponibles de metales en el suelo de la balsa de
decantacion (S) (Tabla b), con la excepcidn del Cu en el suelo
tratado Unicamente con tecnosol, sin diferencias significativas
en comparacion con S. Tenemos que recordar que los
tratamientos son aplicados en superficie y, esta profundidad
del cilindro (30-45 cm) esté formada por suelo de la balsa de
decantacion y las particulas que hayan podido migrar desde
las enmiendas. En esta profundidad (30-45 cm), algo que
destacé al final de los 11 meses fue el efecto del tratamiento
que combina tecnosol con biochar y Brassica juncea L. (STBP),
el cual presentd menores concentraciones fitodisponibles de
todos los metales en comparacion con el suelo de la balsa de
decantacion.



TABLA 4. EVOLUCION DE LAS CONCENTRACIONES FITODISPONIBLES (EXTRAIBLES CON CACL2) DE CU, PB,

NI'Y ZN (MG.KG-1) EN LA PROFUNDIDAD 0-15 A LO LARGO DE LOS 11 MESES DE TIEMPO EXPERIMENTAL.

Profundidad
O S SS ST STP STB STBP
Cu 50,9+1,31a 50,2+0,09a 48,7+0,98b 44,8+0,07c 42,3+0,11d 41,9+1,00e
‘é_ Pb 0,40b 0,38+0,02¢c 0,41+0,01b 0,54+0,04a 0,32+0,02b 0,41+0,02b
E Ni 2,06+0,07f 2,09+0,09e 2,74+0,10d 3,62+0,22a 2,90+0,02¢c 3,21+0,17b
Zn 2,37+0,06e 2,33+0,08e 4,65+0,05¢ 6,65+0,37a 5,91+0,17b 4,50+0,06d
Cu 55,4+0,33b 53,3+0,01c 55,2+0,28b 56,5+0,51a 47,2+0,99d 44,0+1,68e
E_ Pb 0,48+0,01ab 0,35+0,45e 0,46¢ 0,51+0,02a 0,43+0,01d 0,44+0,02d
é Ni 2,40+0,01d 2,38+0,01e 2,88+0,05b 3,21+1,84a 2,64+0,10c 2,88+0,07b
Zn 2,59+0,01f 2,66+0,04¢e 5,29+1,02¢c 5,57+0,03b 5,69+0,05a 3,23+0,20d
Cu 55,9+0,03b 57,2+0,06a 55,0+0,09b 55,5+0,04b 50,5+c 48,1+1,01d
oé_ Pb 0,43+0,01c 0,37+0,04d 0,47b 0,48+0,01b 0,47+0,01b 0,50+0,01a
E’ Ni 3,31+0,12a 2,48+0,06d 3,02+0,07b 3,00+0,03b 2,17+0,10e 2,74+0,05¢c
Zn 2,58+0,17¢ 2,64+0,09¢c 5,59+0,49a 4,51+0,38ab 4,15+0,20b 3,62+0,41b

TABLA 5. EVOLUCION DE LAS CONCENTRACIONES FITODISPONIBLES (EXTRAIBLES CON CACL2) DE CU, PB,

NI'Y ZN (MG.KG-1) EN LA PROFUNDIDAD 0-15 A LO LARGO DE LOS 11 MESES DE TIEMPO EXPERIMENTAL.

Profundidad
1530 em S SS ST STP STB STBP
Cu 52,0+0,01b 53,6+0,03a 52,8+0,02ab 51,4+0,03c 47,6+0,5e 50,1+0,01d
‘é_ Pb 0,55+0,02a 0,43+0,01b 0,39+0,02¢ 0,40+0,01c 0,38d 0,32+0,03e
E Ni 2,10+0,05b 2,21+0,01b 2,92+0,02a 3,10+0,04a 3,00+0,03a 3,00+0,02a
Zn 3,45+0,02e 2,55+0,01f 3,97+0,01c 4,26+0,05a 4,09+0,03b 3,72+0,01d
Cu 53,1+1,76b 52,7+1,01b 59,0+3,61a 58,3+2,99a 50,4+1,07¢c 50,2+1,64c
cé_ Pb 0,55+0,49a 0,42+0,01c 0,43+0,02bc 0,45+0,02b 0,37+0,31d 0,37+0,29d
é Ni 2,57+1,02e 2,82+0,87c 3,30+2,64a 3,29+1,69a 2,96+0,04b 2,75+0,79d
Zn 3,43+0,03d 3,00+1,99¢ 3,93+0,02b 3,02+2,22e 4,03+0,05a 3,55+0,50¢
Cu 58,3+1,11b 61,8+0,73a 58,1+0,89b 57,4+1,45bc 46,7+0,99¢ 46,3+0,83c
c'g’_ Pb 0,47+0,01a 0,44+0,01b 0,45b 0,34+0,05¢ 0,43+0,02b
E Ni 3,48+0,09a 3,14+0,12¢c 3,01+0,04c 3,34+0,06ab 2,85+0,06d 2,67+0,10e
Zn 3,73+0,24a 3,02+0,01d 3,15+0,11b 3,04+0,01cd 3,10+0,04b 3,06+0,02¢c
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Figura 7. Coeficiente de transferencia (CT) para el Cu, Pb, y Zn de las
mostazas segun el coeficiente de transferencia (CT) (concentracion
tallo / concentracion pseudototal suelo) durante el periodo de 11
meses. Para cada fila, las letras diferentes en diferentes muestras
significan diferencias significativas (n = 3, prueba t de Student:
P <0.05). Las barras de error representan la desviacion estandar.
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Evolucién de los contenidos cosechables de Cu, Pby Zn

En los tallos v raices de Brassica juncea L. cultivadas sobre la
combinacién de tecnosol y biochar, los contenidos cosechados
de Cu, Pb y Zn fueron, en lineas generales, superiores en
comparacion con los contenidos de Brassica juncea L.
cultivadas sobre la aplicacién directa de tecnosol (Figura 6).
El metal cosechado en mayor cantidad fue el Zn, posiblemente
debido a que fue el metal con mayores concentraciones
fitodisponibles en el material de partida (Tabla 2) v a que el Zn
es el metal con menor afinidad por el tipo de enmiendas con
las que se elabord este tratamiento (tecnosol principalmente)
(Forjan et al., 2016 a y b). El biochar es un acondicionador del
suelo que mejora el crecimiento de las plantas al suministrar
y retener nutrientes, y al proporcionar otros beneficios como
mejorar las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del suelo
(Fellet et al., 2011). Posiblemente debido a las caracteristicas
citadas anteriormente del biochar, las Brassica juncea L.
cultivadas en STBP hayan presentado mayores contenidos
de Cu, Pb y Zn al final del tiempo experimental. Ademas, si
observamos los datos de las concentraciones fitodisponibles
de los metales estudiados en la zona de mayor accién de
las raices (0-15 cm), coincide que el tratamiento STBP
presentd, en practicamente todos los casos, concentraciones
fitodisponibles significativamente inferiores en comparacion
con el tratamiento STP (Tabla 3). Autores como Prapagdee et
al. (2014) ya han demostrado que la aplicacién de biochar en
suelos contaminados por metales para mejorar el crecimiento
de las plantas también puede conducir a un aumento en la
absorcién de metales por algunas plantas.

Evolucion del Coeficiente de transferencia (TC) en las
Brassica juncea L. cultivadas sobre STP y STBP

Busuioc et al. (2011) propusieron que, para que una planta se
considere fitoextractora, debe presentar valores mayores que
1 del coeficiente de transferencia (TC > 1). Una vez calculado
el TC para los metales estudiados en este trabajo (Cu, Pb
y Zn) se observd que, a lo largo del tiempo v tanto en el
tratamiento STP como en el tratamiento STBP, los valores
de este coeficiente no superaban el 0,9 (Figura 7). Esto
nos indica que, en nuestro caso, las Brassica juncea L. no
presentan capacidad fitoextractora. Sin embargo, segun Kidd
et al. (2009), las plantas efectivas a la hora de fitoestabilizar
tienen coeficientes de transferencia raiz-tallo bajos, como
ocurre en nuestro caso. Por lo tanto, nuestras Brassica
juncea L. presentan un claro papel fitoestabilizador de los
metales estudiados. Ademads, hace décadas, autores como
Cunningham et al. (1995) concluyeron que la fitoestabilizacién
es la técnica méas adecuada para la recuperacion de suelos
de mina.



Evoluciéon del Factor de translocacion (TF) en las
Brassica juncea L. cultivadas sobre STP y STBP

Para que una planta se considere que tiene capacidad de
translocar metales de la raiz al tallo, segun el valor del factor
de translocacién (TF), éste debe ser mayor que 1 (TF > 1)
(Baker y Brooks, 1989). Sin embargo, en nuestro caso, solo
a los 11 meses y en las Brassica juncea L. cosechadas en el
tratamiento que combinaba tecnosol v biochar (STBP), este
factor supera el valor de 1 para el Pb y el Zn (Figura 8). Esto
sugiere que Brassica juncea L. puede ser una buena especie
translocadora para Pb y Zn una vez que el tratamiento STBP
se ha estabilizado. Por otro lado, que los valores de TF para
el Cu no hayan superado el valor de 1 no significa que para
estos metales las Brassica juncea L. no hayan sido efectivas,
ya que segun Nouri et al. (2009) que los TF < 1 significa
que la planta fija los metales en la raiz cumpliendo un papel
fitoestabilizador.

Observando los valores obtenidos de TC y TF se podria
decir que Brassica juncea L. cultivada sobre este tipo de
tratamientos tendria un papel marcadamente fitoestabilizador.

Conclusiones

El suelo de la balsa de decantacién al que se aplicaron los
tratamientos de tecnosol y biochar fueron los que presentaron
una mayor correccién a la hora de reducir los contenidos
fitodisponibles de Cu, Pb, Ni y Zn. Esto demuestra el efecto
positivo del biochar el cual provoca un aumento en la capacidad
del tecnosol para reducir estas concentraciones de elementos
potencialmente téxicos fitodisponibles. Las concentraciones
de Cu, Pb y Ni se redujeron considerablemente a las
profundidades 1 y 3 a medida que transcurrié el tiempo. En
la altura 2, los tratamientos que se aplicaron fueron capaces
de reducir las concentraciones fitodisponibles de Cu y Ni.
Brassica juncea L. demostrd ser capaz de fitoestabilizar Cu,
Pb vy Zn, especialmente las cultivadas en tecnosol y biochar.
Brassica juncea L. también demostré que puede ser una
buena especie translocadora de Pb y Zn una vez que el
tratamiento se ha estabilizado y puede acumular Pb y Zn
de una manera satisfactoria. Esto significa que, de acuerdo
con los valores de TC y TF, Brassica juncea L. combina una
capacidad fitoestabilizadora y acumuladora cuando se cultiva
en estos tratamientos, complementando asi la capacidad de
estos tratamientos para fijar Cu, Pb, Ni y Zn. Por lo tanto, se
puede concluir que la combinacién de tecnosol con biochar
y Brassica juncea L. es un tratamiento efectivo a la hora de
reducir las concentraciones fitodisponibles de Cu, Pb, Niy Zn
en el suelo de la balsa de decantacion.
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Figura 8. Factor de translocacion (TF) para el Cu, Pb, y Zn de las
mostazas segin el factor de translocacién (TF) (concentracion
tallo / concentracion raiz) durante el periodo de 11 meses. Para
cada fila, las letras diferentes en diferentes muestras significan
diferencias significativas (n = 3, prueba t de Student: P <0.05). Las
barras de error representan la desviacion estandar.
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INTRODUCCION

El interés por coleccionar animales se remonta a las antiguas
civilizaciones china y egipcia, cuando la gente con importancia
social creaba colecciones privadas de animales exdticos vivos
con el fin de mostrar su riqueza. De este interés surgi¢ en 1664
el primer parque zooldgico del mundo, la Ménagerie Royale de
Versailles (casa real de fieras de Versailles) creado por Luis
Le Vau para Luis XIV. Sin embargo, fue destruido en 1793 en
tiempos de la Revolucion francesa. (Collados, 1997). El primer
zooldgico moderno fue el Zoolégico de Viena, inaugurado en
1765, y tras este se abrieron otros muchos, hasta el punto de
que en todas o casi todas las ciudades importantes hay un
zoolégico de mayor o menor tamafio. Con el paso del tiempo,
los zoolégicos se han convertido en centros de exposicidon
de animales exdticos y de una gran variedad de actividades
dirigidas a la ensefianza, divulgacién, y estudio cientifico. El
zooldgico de Londres fue el primero en el que comenzaron a
realizarse estudios cientificos.

En la actualidad, los animales de un parque zoolégico viven
en condiciones reguladas. Esta regulacién esta contemplada
en. El Reglamento (CE) n°® 338/97 97 del Consejo Europeo de
9 de diciembre de 1996, (DOCE del 3/3/97) vy en la Directiva
1999/22/CE, (DOCE de 29 de marzo de 1999), En Espafia
existe la Ley 31/2003 de 27 de Octubre, BOE N° 258 de 28 de
octubre de 2003. Sin embargo, ese control no vuelve al animal
inmune a los distintos problemas de sanidad. Dentro del
campo de la Sanidad Animal cabe destacar la relevancia de
las enfermedades causadas por pardsitos, y de forma particular
por su incidencia en nuestro medio, las parasitosis producidas
por los parasitos intestinales.
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Los enteroparésitos son aquellos parasitos que se pueden
encontrar en el intestino de sus hospedadores. Un indice
elevado de parasitosis intestinales revela una marcada
deficiencia de sanidad e higiene (Biagi, 1962). Es evidente que
resulta imprescindible el control de todas las enfermedades
causadas por enteroparasitos. Dicho “control” generalmente
implica la supresién de cargas parasitarias en los animales,
por debajo del nivel al cual puedan empezar a producirse
manifestaciones clinicas y la manera més eficaz y econémica
es la elaboracién de un calendario semestral o anual
de desparasitacion estratégica basada en diagndsticos
coproparasitolédgicos.

Desde 1994, nuestro grupo investigador, viene realizando
andlisis de Coprologia parasitarias con muestras de los
animales del Parque Zooldgico Vigo-Zoo (A Madroa Vigo).
Después de todos estos afios de trabajo, nos hemos planteado
comparar los primeros resultados obtenidos en 1994 con los
actuales, de 2017 y asi reflejar hasta qué punto, la adopcion
de las medidas reguladoras establecidas en Espafia en
2003, contribuye a la disminucién de la incidencia de
enteroparasitos.

MATERIALES Y METODOS

El anadlisis coprolégico sirve para diagnosticar pardsitos
cuya localizacién sea fundamentalmente intestinal, bien
sea en la luz del intestino, fijados a su mucosa de diversos
modos, dentro de la misma o en las venas mesentéricas. De
cualquier manera, las larvas, huevos o quistes resultantes
de la reproduccién, han de salir a la luz intestinal para ser
arrastrados por la materia fecal y proseguir su ciclo evolutivo.



En el momento de la recogida de las muestras se procedio
con el mayor cuidado posible para evitar las contaminaciones
por organismos que no provengan de las heces y puedan
dificultar o impedir el correcto andlisis. De forma inmediata,
se llevé a cabo un andlisis macroscépico en el que se aprecia
la consistencia de las heces segun la escala de Bristol y se
establece la presencia o ausencia de proglétides de Cestodos,
pardsitos enteros, sangre, moco u otros elementos anormales.
A continuacidén, las muestras se almacenaron en botes
estériles de polietileno siguiendo el protocolo habitual. Una vez
en el laboratorio se guardaron a 4 °C para su posterior analisis,
y de cada bote se realizé una réplica que se homogeneizd
con formalina 10% en una proporcion de 1/3 para conseguir la
fijacién de las muestras.

Una vez fijadas, se realizé el examen microscépico .Por este
examen podremos encontrar pequefios Helmintos, adultos,
sus huevos y larvas, trofozoitos y quistes de Protozoos; asi
como Pseudoparasitos: células muertas del organismo, células
epiteliales, glébulos rojos, objetos inertes (cristales) hogos,
células vegetales, granulos de almidén y polen, que pueden
confundirse con quistes y huevos, asi como fibras vegetales
o pelos de plantas y animales que producen confusién con
larvas de Nematodos. Especial mencién merecen los Acaros
microscopicos.

Realizamos dos métodos de concentracién: la técnica de
sedimentacién con formalina-acetato de etilo (método de
Ritchie modificado) y la técnica de flotacién con una solucién
saturada de sulfato de zinc. Ambas técnicas permiten
concentrar las formas parasitarias presentes en la muestra
fecal aumentando la probabilidad de que sean detectadas
Para la realizacién de estas técnicas, y como paso comun en
ambas, se filtrd la muestra que habia sido fijada anteriormente
con formalina 10% mediante el dispositivo Para-Pak® Macro-
CON® (Meridian Bioscience). A continuacién se introdujeron
2,5 mL del filtrado en tubos Falcon de 10 mL y se centrifugan
en las siguientes condiciones (10 min x 500g/ 1750 rpm
en centrifuga). Después de esta centrifugacién se desecha
el sobrenadante y con los sedimentos de ambos tubos, se
realizan las técnicas de sedimentacién y flotacion.

COPROCULTIVO

El coprocultivo que es absolutamente necesario para
determinar la naturaleza de la flora fungica y bacteriana fecal,
para la Paarasitologia no es mds que un complemento, a
veces necesario. En este caso, el interés del coprocultivo en
Parasitologia reside en la identificacién de ciertos pardsitos,
mediante la observacién de los estadios evolutivos. En el caso

de los Nematodos, se aplica a aquellos capaces de llevar a cabo
una evolucién larvaria en el medio externo. En condiciones
favorables, los huevos eclosionan liberando larvas rabditoides
(L1 y L2) siendo la larva L2 la que se transforma en larva L3
filariforme que es la fase infectante para el hospedador. Una
vez realizadas las técnicas anteriores, en aquellos sedimentos
en los que detectamos la presencia de huevos de estrongilidos,
se procedid a hacer un coprocultivo

Meétodo Cuantitativo de Mc Master-Cadwell. Se utiliza para
saber el numero de huevos/g de heces en las infecciones por
Helmintos, dato fundamental para saber el grado de infeccién
y, por lo mismo, la dosis de medicamento que debe recibir el
animal parasitado. Una vez realizado este método, el numero
de huevos/g de heces se calcula, empleando la cdmara de
McMaster, y aplicando la siguiente férmula:

n°huevos/gramo=(A+B)/2 x 100

Siendo A el nimero de huevos de una celdilla de la cdmara y
B el numero de huevos de la otra celdilla

RESULTADOS Y DISCUSION:

Analizamos un total de 222 muestras fecales, 110 en 1994
y 112 en 2017, de mamiferos, reptiles, équidos y aves, del
Parque Zooldgico Vigo-Zoo.

Las especies fueron las siguientes. Mamiferos: Ursus arctos,
Lynx rufus, Lynx lynx, Lama guanicoe, Lemur catta, Potos
flavus, Oryx dammah, Pecari tajacu, Panthera tigris, Cervus
elaphus, Panthera leo, Genetta genetta y Canis lupus signatus,
Reptiles: Pogona vitticeps, Lampropeltis hondurensis,
Tiliqua scincoides, Gerrhosaurus major, Corallus hortelanus,
Madagascarophis citrinus, Chelonoidis carbonaria, Testudo
horsfieldii, Python molurus bivittatus, Boa constrictor,
Lampropeltis gettulus v Epicrates cenchria cenchria. Equidos:
Equus ferus caballus (Caballo); Equus ferus caballus (Pony);
Equus africanus asinus y Equus quagga burchellii. Aves:
Dromaius novaehollandiae.

Realizamos 4 andlisis por muestra, lo que supone un total de
888 andlisis. El numero de casos positivos en 1994 fue 98,18%
y en este afio de 2017 40,70%, lo que supone una disminucién
de la prevalencia de la parasitacién, de un 57,48%.

Los resultados del numero de parésitos encontrados segun
el grupo taxondmico (gréfico n° 1) demuestran que aparecen
mé&s pardsitos y géneros de pardsitos en 1994 (4 géneros de
Protozoos, 20 de Nematodos y 2 de Cestodos) que en 2017 (1
género de Protozoos y 10 géneros de Nematodos). Todos los
parasitos son de Ciclo bioldgico directo (hospedador-suelo-
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Grafico 1. Niimero de parasitos encontrados

hospedador). Aunque no hemos realizado estudios de relacién
sexo, edad con el grado de parasitacién, hemos obtenido
resultados bastante similares a los de Vadlejch et al (2015).
Si consideramos los resultados por hospedadores, también
nuestros resultados se asemejan, sin grandes diferencias
los obtenidos por otros autores: Fiorini et al. (2014) en Boa
constrictor; Cucchi et al. (2016) en Lama glama; Garcia (2007) y
Springer y Kappeler (2016) en lémures de Madagascar (Lemur
catta) y en general en todas las encuestas epidemioldgicas en
animales de Parque Zooldgico (Lim et al., 2008).

En los dos afios estudiados, los Nematodos supusieron el
grupo mds abundante. Dentro de este grupo cabe destacar
las especies Bayliascaris transfuga parésito de los osos (Ursus
arctos) y Toxascaris leonina, pardsito de los félidos salvajes,
por tratarse de pardsitos zoondticos: Ambas especies aparecen
en los andlisis de 1994 y de 2017 y suponen un riesgo para la
salud humana. El hombre es un hospedador accidental, esto
significa que si se infecta con huevos embrionados, la larva
que surge del huevo, migra por el cuerpo dando lugar a lo que
se denomina infeccién por larva migrans.

Nuestro resultados, son muy similares a los encontrados
por Sato et al. (2004) y Xue et al. (2014). Sin embargo no
hemos encontrado Bayliascaris en el kinkajou (Potos flavus)
como Tokiwa et al.. (2016). En estos animales encontramos
dcaros adultos y huevos. Se trata de un parasitismo espureo,
El kinkajou, tenia una dermatitis por acaros y al lamerse
y rascarse, los dcaros entraron por via bucal en el aparato
digestivo. Estos dcaros son resistentes a los procesos
digestivos del hospedador y por eso estaban vivos en las
heces. De la misma forma, los huevos que aparecian eran
viables.

En cuanto al tipo de asociaciones parasitarias (gréafico
n° 2) comprobamos que en 1994 aparecieron tres tipos de
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Grafico 2. Tipos de Asociaciones parasitarias

asociaciones parasitarias. El mayor nimero eran infecciones
cuadruples, seguidas de las triples y por ultimo las dobles. Las
infecciones unicas eran las menos frecuentes. Sin embargo,
en 2017, sdlo hubo una asociacién parasitaria que era doble.
Todas las demds eran infecciones unicas. No podemos
comparar estos resultados con los de otros autores, porque
los trabajos que normalmente se realizan en este campo, se
limitan a comprobar la presencia o ausencia de los parasitos.

En el grafico n° 3, se exponen los resultados de las técnicas de
diagndstico. En todos los casos, la técnica de sedimentacion
fue el método con el que se obtuvo un mayor numero de casos
positivos. Este resultado concuerda con los ya encontrados
en los libros de referencia sobre diagndstico de enfermedades
parasitarias intestinales en animales (Campillo, 1999); (Sloss et
al., 1994) y (Soulsby, 1987).

El examen microscépico directo resultd positivo en el caso
de la infeccidn por Bayliascaris transfuga en los 0sos. Debido
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Grafico 3. Resultado de las Técnicas de diagndstico



Figuras: A. huevo de Bayliascaris transfuga; B. huevo de Toxascaris
leonina con larva en su interior, C .huevo de Ancylostoma sp; D. huevo
de Ascaris sp; E. Acaro adulto
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a la gran cantidad de huevos encontrados en este examen,
asi como en los andlisis de concentracién por flotacion y
sedimentacion, se procedié a realizar un examen cuantitativo.
Tras este examen se comprobd que el numero de huevos/g
de heces era 3.326, y que por lo tanto se trataba de una
infeccién moderada (entre 1.000 y 5.000 g/h). Se administro,
segun las pautas establecidas, el antiparasitario NEXGARD
(Afloxolaner). A los 12 dias se repitieron los anélisis de
heces (sedimentacidn, flotacién y cuantitativo). Volvieron
a aparecer huevos de Bayliascaris transfuga, pero en este
caso el resultado del andlisis cuantitativo fue 780h/g, lo que
se corresponde con una infeccién ligera (hasta 1.000 h/g).
Después de un segundo tratamiento, los resultados de los
analisis coprolégicos de concentracién fueron negativos, por
lo que no se realizé el examen cuantitativo.

En los coprocultivos de los huevos de estrongilidos
encontramos larvas L filariformes (39); larvas Lg de vida libre
(19); larvas Ly de 13 células y machos adultos de vida libre
(5). De las 39 larvas filariformes, 26 pertenecian a la Familia
Cyathostominae; 5 a Craterostomum acudicaudatum; 8 a
Gyalocephalus capitatus y 2 a Triodontophorys spp. Todas
ellas de vida parasitaria.

CONCLUSIONES:

Por las condiciones medioambientales, no se puede eliminar
totalmente la presencia de pardsitos intestinales, todos ellos de
ciclo bioldgico directo, en los grupos de poblacién analizados,
ni evitar el hecho de que en determinadas ocasiones aparezcan
brotes puntuales de infecciones moderadas. Sin embargo,
ante estos resultados, es evidente que el cumplimiento de
las medidas sanitarias establecidas en la Ley 31/2003 de 27
de octubre, en base a la normativa europea disminuye el
grado de infeccidn, situdndolo en el nivel de “sanitariamente
permisible”. Es prioritario el control de los parasitos zoondticos.

La aparicién, de diferentes tipos de larvas y algunos adultos
de vida libre en los coprocultivos nos demuestra que los ciclos
biolégicos de los estrongilidos en general, tanto los de vida
libre como los de vida parasitaria, se mantienen perfectamente
en las condiciones medioambientales del Parque.

NORMATIVAS

Reglamento (CE) N° 338/97 del Consejo Europeo de 9 de
diciembre de 1996, DOCE del 3/3/97, relativo a la proteccién
de especies de la fauna y la flora silvestres mediante el control
de su comercio, p: 61/1 - 61/69

Directiva 1999/22/CE del Consejo Europeo relativa al
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mantenimiento de los animales salvajes en los parques
zooldgicos, DOCE de 29 de marzo de 1999. P: 24-26

Ley 8/2003, de 24 de abril, de Sanidad Animal. Jefatura del
Estado «BOE» num. 99, de 25 de abril de 2003 Referencia:
BOE-A-2003-8510 TEXTO CONSOLIDADO Ultima
modificacion: 21 de julio de 2015

Ley 31/2003 de 27 de Octubre, BOE N° 258 de 28 de octubre
de 2003, sobre conservacién de la fauna silvestre en parques
zooldgicos
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ISLAS CIES, PATRIMONIO NATURAL.

INFLUENCIA DE LA EXPOSICION OCEANICA EN LA ECOLOGIA DE
LOS ORGANISMOS SESILES DEL INTERMAREAL ROCOSO:
. PATRONES ESPACIALES QUE DEFINEN LOS LIMITES DE LA ZONACION VERTICAL.

Jesus Souza Troncoso1, Jeffrey A. Sibaja—CorderoZ.

1 Catedratico de Zoologia. Director del Centro Singular Marino de la Universidad de Vigo -ECIMAT-

2 Profesor Titular de Zoologia, Universidad de Costa Rica.

JUSTIFICACION GENERAL

La importancia del Archipiélago de Cies como Patrimonio
Natural es incuestionable, fisicamente actua como una gran
barrera protectora de la Ria de Vigo, atenuando los efectos
de los temporales llegados del oeste del Océano Atldntico, y
proporcionando abrigo y proteccién a innumerables especies
de organismos.

Son muchos los trabajos publicados sobre las Islas Cies, tanto
en los ambientes terrestre como marino, sin embargo, habia
un biotopo del ambiente marino que era poco conocido, la
zona intermareal rocosa en su conjunto, desde el supra litoral
donde solamente llegan las salpicaduras del agua de mar has-
ta el medio litoral inferior.

Esta pequefia franja de nuestro litoral, ya fue estudiada en ex-
perimentos puntuales para conocer la distribucion de algunas
especies, sin embargo no se habia estudiado en su totalidad,
de una forma global en todo el perimetro de las Islas. Asi, cabe
esperar que la cara mas protegida del lado que da a la ria sea
muy distinta al lado mas expuesto al mar abierto ya que esta
ultima sufre las inclemencias de los temporales atldnticos, por
lo tanto las adaptaciones a la hora de colonizar estos ambien-
tes son distintas dependiendo del lado de la Isla en que se
encuentren los organismos.
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Teniendo en cuenta esta falta de conocimiento en uno de los
enclaves mdas emblemaéticos de Galicia, nos hemos planteado
describir la distribucién vertical y horizontal de los grandes
grupos de organismos sésiles (liquenes, algas e invertebrados),
presentes a lo largo de la linea de costa rocosa intermareal
de las Islas Cies.

Para alcanzar estos objetivos, hemos muestreado, durante la
bajamar de las mareas vivas del 28 de febrero y 14 de marzo
de 2009, la costa rocosa de las Islas Sur (San Martifio) y Norte
(Monteagudo y Faro) del Parque Nacional Islas Cies, N.-W. de
Espafia.

Los objetivos especificos que quisimos lograr fueron, determi-
nar la altura promedio sobre el nivel de marea baja, a la cual
logran ubicarse los grupos de organismos en intermareal ro-
coso; estimar la cobertura de estos organismos en las paredes
rocosas y determinar el efecto de la exposicién ocednica sobre
los organismos sésiles, comparando la altura y la cobertura de
estos entre las caras Oeste de las Islas (exposicién extrema)
contra las caras Este (protegidas).

A modo de poder ordenar la gran cantidad de informacién
obtenida vamos a dividir nuestros resultados en dos articulos,
el primero, el que nos ocupa, nos introducira en los patrones
espaciales generales de distribucién y el segundo, que se



publicard en un numero posterior de esta revista, nos aden-
traremos en el conocimiento de los limites superior e inferior
de la distribucién vertical de los organismos.

RESUMEN

Los muestreos se llevaron a cabo alrededor de toda la costa
intermareal de las Islas Cies (NW Espafia) con el objetivo de
determinar la variacién de la ocupacién del espacio, basado
en perfiles de zonacién vertical de organismos en relacién con
la influencia del Océano Atlantico.

La costa occidental es muy batida presentando fuerte oleaje
y, la costa oriental esta protegida. Muchas especies coexisten
en un espacio intermareal limitante, asi, en la protegida, las
Spp. presentan una distribucién en mosaico y, por el contrario,
en los acantilados de la cara oeste los organismos estaban
representados por pocas especies. En la cara oeste, el limite
intermareal superior de distribucién se elevd por el aumento
de la humedad causada por las salpicaduras. Las técnicas
multivariantes detectaron diferencias en las comunidades
entre expuestas y abrigadas, asi como entre las dos islas
principales.

La distribucién de especies en la zona intermareal se relacioné
con la caracteristica geomorfolédgica particular de la costa,
como calas, puntos o acantilados expuestos. Cuatro diferentes
patrones intermareales de paisaje de zonacidén vertical
fueron representados por cada cara de las islas. Las algas,
Asparagopsis armata y Bifurcaria bifurcata, caracterizaron la
isla norte protegida. Pelvetica canaliculata y Fucus spiralis
tuvieron una mayor presencia en el lado protegido de la Isla
del Sur. Las fucdceas estaban ausentes en la orilla batida. Los
liquenes, Verrucaria maura y Caloplaca marina, y €l cinturén
Rhodophyta tenia un limite superior de distribucién en los
lados expuestos de la isla del norte. La roca desnuda vy la fase
incrustante de Mastocarpus stellatus presentaron una mayor
presencia en el lado expuesto de la isla del sur.

INTRODUCCION

Los patrones de zonacién vertical de los organismos
intermareales son causados, en general, por los efectos del
estrés fisico y las interacciones bidticas (Connell, 1972; Menge
et al., 2010).

Varios niveles o conjuntos de organismos han sido descritos y
delimitados en funcién de las especies dominantes (Chapman,
1974). Asi, el litoral superior se caracteriza por los moluscos
(LITTORINIDAE), la costa media estd definida por organismos
sésiles como percebes y mejillones, y el litoral inferior estd
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Figura 1. Localizacion de las secciones en la costa rocosa de las
Islas Cies (Parque Nacional de las Islas Atlanticas). Clasificacion
del grado de exposicion basada en Acuiia-Castroviejo et al. (1982).
Los transectos efectuados con el barco estan representados por
flechas.
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Figura 2 A) y B). iDonde esta Larus?. En todos los transectos
fotografiados se podrian observar ejemplares de la gaviota
patiamarilla, Larus cachinnans Pallas, 1811. Su altura (aprox.
35 cm.) fue utilizada para calibrar la escala de las alturas del
intermareal rocoso.

dominado por algas (Ellis, 2003). Las causas principales de
las diferencias entre estas comunidades son la exposicién a
las olas, el transporte de larvas, el suministro de alimentos y
la heterogeneidad espacial (Menge et al., 1997; Schiel, 2004).
Ademads, el asentamiento de las fases larvarias depende del
tipo de roca (Fischer, 1981). Estos factores pueden cambiar
en su intensidad por la geomorfologia costera de plataformas
rocosas y acantilados (Bird, 2008). La fauna de la costa rocosa
templada presenta especies verdaderamente marinas en
la zona baja del intermareal y especies semi-terrestres en
la supralitoral (Ellis, 2003). Tres cuartas partes de la costa
del planeta se compone de acantilados y sustratos rocosos
en general; sin embargo, la mayoria de los estudios de
ecologia intermareal se desarrollaron en plataformas costeras
caracterizadas por el muestreo en zonas con una accesibilidad
y condiciones seguras para los investigadores (Little y
Kitching, 1996; Bird, 2008). La costa gallega es principalmente
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rocosa y los acantilados dominan la costa (Pérez-Cirera, 1978;
Vilas-Paz et al., 2005). Por esta razén, pocos estudios se
realizaron en las paredes rocosas de Galicia expuestos al oleaje
(Niell, 1977, 1978; Olabarria et al., 2009). Pérez-Cirera (1975)
realiza una descripcién basica de la distribucién vertical de
organismos en el norte de Galicia. Las zonas limitrofes, como
pueden ser las costas rocosas de la costa norte de Portugal
presentan agrupaciones de organismos similares (Araujo et al.,
2005, Pereira et al., 2008).

Las Rias Baixas son valles tecténicos inundados (deCastro et
al., 2000); en la parte méas externa de las rias se sitdan islas
con acantilados intermareales y orillas rocosas (Vilas-Paz et al.,
2005). Las comunidades benténicas de estas islas apenas han
sido estudiadas (Acufia-Castroviejo, 1984; Niell, 1977; Besteiro-
Rodriguez et al., 2004) y la zonacién vertical de los organismos
intermareales son por lo tanto desconocidas.

De este modo, se describe la zonacién vertical de organismos
sésiles (algas, liquenes, mejillones y percebes) a lo largo de
la costa rocosa de las dos islas principales de las Islas Cies.
El objetivo de este primer trabajo es comprobar si los perfiles
de zonacién vertical difieren en presencia, posicién sobre la
roca y dominancia de especies segun la exposicién ocednica
y posicién geografica dentro del Parque Nacional de las Islas
Cies.

LOCALIZACION DE LAS ISLAS CIES

La Ria de Vigo estd situada en la costa atlantica de Espafia,
que es el limite entre los regimenes subpolar y templado del
sistema de afloramiento costero del Atlantico Norte Oriental.
El afloramiento estacional ocurre de abril a octubre. La Ria de
Vigo esta parcialmente encerrada en su parte mas externa por
tres islas naturales, las Islas Cies, que proporcionan proteccion
hacia el interior de la ria. (Figura 1). Estas islas tienen el
estatus de Parques Naturales Gallegos desde 1980, y la de
Parque Nacional desde 2002 (de Castro et al., 2000; Costas et
al., 2002; Bernardez et al., 2006; Diz et al., 2006).

La profundidad méxima al sur de las Islas Cies es de 53 m y
en la entrada norte es de 30 m. Frente a la costa oeste de las
Islas Cies, el fondo estd cerca de los 100 m (Garcia-Garcia et
al., 2005). La amplitud de las mareas es de 2 a 3 m durante
las mareas muertas y primaverales, como en la mayoria de las
Rias Gallegas (de Castro et al., 2000). Las dos islas del norte, L.
Norte e I. del Medio, también conocida como Isla del Faro, que
para simplificar a partir de ahora llamaremos Isla Norte (Figura
1), estdn conectadas en el margen oriental con un sistema de
barrera de arena de 1 km de longitud (Playa de Rodas), que
confina una laguna poco profunda (Costas et al., 2002). Las
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Figura 3. Zonacion vertical de los organismos sésiles en la costa rocosa de las Islas Cies. A) Zona expuesta. B) Zona protegida. En la zona protegida
de la influencia oceanica, se observa un mayor nimero de bandas de organismos en un menor espacio vertical.

paredes verticales de las Islas Cies estdn formadas por rocas
graniticas (Garcia-Garcia et al., 2005; Vilas-Paz et al., 2005).
Alrededor del 20% de la superficie emergida corresponde a
pronunciados acantilados (Acufia-Castroviejo et al., 1984). El
lado occidental de las Islas Cies interrumpe la propagacién de
las olas producidas durante las tormentas. Estas olas tienen
una altura de 7 m y 16 s de periodo (Queralt et al., 2002). En
la Figura 1, los sitios 14 a 19 y 29 a 40 reciben olas de baja
energia y los sitios 1 a 13 y 20 a 28 representan una costa
alta batida por las olas (expuesta directamente a la influencia
ocednica); esta clasificacién sigue a la de Acufia-Castroviejo et
al. (1982) y Queralt et al. (2002) en sus estudios del submareal
y del patrén de ola respectivamente.

METODOLOGIA GENERAL

La costa rocosa de las islas del sur y del norte del Parque
Nacional de las Islas Cies (NW de Espafia) fue muestreada

en la bajamar de primavera, los dias 28 de febrero y 14 de
marzo de 2009 respectivamente. La costa alrededor de las
islas se dividié en 40 secciones (Figura 1); Esas secciones
fueron fotografiadas desde la embarcacién tipo planeadora,
Ctenoplana, perteneciente al grupo de Adaptaciones de
Animales Marinos de la Universidad de Vigo (ADAM). En
cada seccidén, se tomaron varias fotografias con una cémara
digital. Se tomaron un total de 482 imdgenes, cada una desde
un punto independiente de la pared de la costa rocosa. Los
encuadres abarcaban la pared de roca desde el bajo nivel del
mar hasta la linea de vegetacién vascular. Se utilizé la altura
(~35 cm) de la gaviota Larus cachinnans, capturada en el
primer plano de cada imagen (Figura 2), para calibrar la escala
espacial de las imagenes y convertir las coordenadas x-y de
los pixeles en una escala métrica.

En Sibaja-Cordero, 2008; Sibaja-Cordero & Troncoso, 2011 y
Troncoso & Sibaja-Cordero, 2011 se describe con todo detalle
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la metodologia utilizada para el tratamiento de las imdgenes
y para los andlisis estadisticos.

RESULTADOS

La figura 3 béasicamente resume el perfil vertical que podemos
encontrar en la costa expuesta y protegida del Parque
Nacional Islas Cies. En general, los primeros centimetros
del submareal presentaron varias especies de algas rojas
(RHODOPHYTA). El predominio de especies dentro de
esta franja del intermareal varia entre la costa expuesta o
protegida. Por ejemplo, Asparagopsis armata formé parches
densos en la cara protegida de ambas islas y las algas verde
(CHLOROPHYTA) se encontraron principalmente en parches
en el infralitoral protegido.

Los mejillones y percebes estan presentes por encima de la
franja de algas. Por encima de estas bandas y en las costas
expuestas, hay una franja intermitente de roca desnuda; en las
caras protegidas, encontramos un cinturén de algas fucdceas
justo debajo de esta franja de roca desnuda. Asparagopsis
armata y Bifurcaria bifurcata se encontraban principalmente
en la costa protegida de ambas islas. Estas especies ocupan
una posicién mds alta en la zona intermareal de la costa
protegida de la isla norte. La zona alta de las orillas expuestas

o protegidas presenté el liquen negro, Verrucaria maura y el
liquen naranja, Caloplaca marina. La costa abrigada presentd
mas complejidad en el perfil vertical, es decir, habia mas
especies y un mosaico mas diversificado de bandas y parches
de organismos.

Los limites en la distribucién vertical de la mayoria de los
organismos tienden a situarse en las zonas mas altas en
las caras expuestas, como pueden ser los cinturones de
RHODOPHYTA, mejillones, percebes, liquenes y vegetacion
vascular (Figura 4). Ademas, la anchura de los cinturones de
especies, estaba mas comprimida en la costa protegida de
ambas islas (Figura 4).

El andlisis cluster mostré dos grupos principales de zonacién
vertical, sobre todo debido a las diferencias en la exposicién
del océano (Figura 5a). La ordenacién del PCoA mostré un
patrén similar, con las secciones de costa protegida en un lado
de la representacién gréfica, y secciones de la costa expuesta
en el lado opuesto (Figura bb). El grupo central (Figura 5a)
presentd perfiles de ambas condiciones de exposicién al
océano. Las secciones 14, 21, 28, 29 y 40 (Figura 6) son éreas
de transicion entre la condicién totalmente expuesta y la
protegida. Las secciones expuestas 9, 10 y 11, se agruparon
con las secciones protegidas; la ordenacién PCoA mostré el
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Figura 4. Zonacion vertical de los organismos sésiles. Media de altura tomada en marea baja con sus limites de distribucion superior e inferior
para cada una de la secciones de costa rocosa de las Islas Cies (1 a 40). A) Organismos con distribucion en bandas. B) Organismos con distribucion

en parches.
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representan zonas de transicion del tipo de influencia oceanica.

mismo patrén (Figura 5B). Estas secciones se encuentran en
una pequefia ensenada costera llamada Enseada de Concela
situada en la isla sur (Figura 6). El limite intermareal superior
de los organismos fue menor en estos sitios (Figura 4A; B), lo
que indica un menor grado de exposicién al Océano Atléntico.
Las secciones 33 y 36 fueron mejor ordenadas en el PCoA
por su condicién protegida que en el andlisis cluster (Figura
bA; B).

El andlisis ANOSIM mostré que la exposicién al océano fue
un factor significativo en la determinacién de diferentes
patrones de zonacién vertical de organismos sésiles
(R = 0,55, p <0,0001). La ordenacién de los organismos en el
PCoA (Figura 5B) muestra que los invertebrados, algas rojas
y liquenes tenian mayores limites de distribucién vertical
en la orilla expuesta (Figura 5C). Por otra parte, A. armata,
B. bifurcata, Fucus spiralis y Pelvetia canaliculata estaban
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presentes principalmente en la costa protegida (Figuras 4;5B;
C). La segunda coordenada en el PCoA (Figura 5B) mostré una
ligera separacion de secciones (perfiles verticales) de acuerdo
a la isla en la que se encuentran. Esta tendencia espacial se
corrobora con el test ANOSIM (p = 0,037), pero el grado de
diferencia es bajo (R = 0,13). Los perfiles en la Figura 4 revela
que B. bifurcata ocurre en mas secciones en la isla norte. Por
otra parte, las algas P. canaliculata y F. spiralis mostraron una
ordenacioén positiva en la segunda coordenada, lo que sugiere
que estas algas estdn asociadas principalmente con la cara
protegida de la isla sur, alcanzando en esa zona su altura
mas alta en el intermareal; de hecho, ambas especies estaban
presentes en mas secciones en esta isla (Figura 4).

La caracteristica principal compartida entre las zonas
expuestas era el limite superior de la distribucién vertical de
la banda de RHODOPHYTA vy el liquen negro V. maura, siendo



este limite més alto en la isla norte, asi como los del liquen
C. marina y la vegetacién vascular (Figura 4), en el PCoA
este grupo ocupaba posiciones cerca de las secciones mas
expuestas del norte (Figura 5B). Petrocelis, la fase incrustante
de Mastocarpus stellatus y la franja de roca desnuda tenian
su limite superior mas alto de distribucién vertical en las
secciones 2, 3, b, 8 y 12 de la cara expuesta de la isla sur
(Figuras 4 y b).

DISCUSION

La comunidad de organismos encontrada en esta época del
afio en las Islas Cies y su patrén de zonificacion vertical,
fueron similares en su posicién relativa y en la dominancia
de las especie en el intertidal de las costas rocosas templadas
descritas para Gran Bretafia (Little y Smith, 1980; Little y
Mettam, 1994, Mettam, 1994).

Este patrén de aumento de la distribucion vertical de las
especies intertidales en las zonas con alta exposicién al
oleaje que encontramos en la costa rocosa de Islas Cies, se
ha reportado también en otras dreas intertidales; se trata de
un patrén que se repite en otras zonas rocosas intermareales
del planeta (Underwood, 1981). En la costa expuesta de
ambas islas, las especies que se asientan en la parte alta del
intermareal forman grandes franjas. Como era de esperar, las
técnicas multivariantes indicaron separaciones claras entre
las costas intermareales expuestas y protegidas. Los perfiles
verticales de las orillas expuestas y abrigadas presentaron
diferencias en las agrupaciones de especies, pelas algas
erectas y foliares estuvieron presentes principalmente en
la costa protegida. Otra diferencia entre costa expuesta
y protegida fue que la altura mds alta en la presencia de
especies se produce en la pared de roca expuesta.

La distribucién vertical de las especies litorales en la costa
protegida de Islas Cies presentd similitudes con zonas del
norte de Portugal (Araujo et al., 2005). Las olas, al no alcanzar
los niveles altos del intermareal reduce el asentamiento de
las especies en el norte del pais vecino (Araujo et al., 2005).
En nuestro caso, mds organismos marinos ocurrieron en el
intertidal de la costa abrigada de las Islas Cies. La comunidad
era mas compleja en la cara protegida de la isla sur con mds
especies sésiles coexistentes en las paredes de roca. El litoral
medio y alto de la cara protegida de la isla del sur contenia
varios parches de algas, liquenes y biofilms bacterianos que en
las otras caras de las islas. De igual manera, Wallenstein et al.
(2008) encontro, para las islas de las Azores, que la asociacién
entre los organismos y la altura en la que se ubican, difiere
geograficamente entre las islas.

Los posibles cambios en otras especies intermareales pueden
relacionarse con disturbios puntuales como herbivorismo o
fuerte oleaje, que reducen la productividad de las especies
mads dominantes (Menge y Farrel, 1989). En las Islas Cies,
los patrones de oleaje influyen en la comunidad intertidal,
a diferencia de lo que pasa en las islas Azores, donde la
exposicidn a las olas es un factor secundario en la regulacién
de la zonificacién vertical. Las dos islas del Archipiélago
de las Azores, estudiadas por Wallenstein et al. (2008) no
presentaron hdbitats protegidos. Por otra parte, existe cierta
variacién entre las islas de Santa Maria y S&do Miguel del
Archipiélago de Azores (Wallenstein et al., 2008); este patrén
es similar al encontrado en nuestro estudio. En las Islas Cies,
la cara de las islas con el mismo grado de exposicién mostré
ligeras diferencias estructurales en los perfiles de zonacién
vertical. Los accidentes geograficos como bahias, puntas o
calas fueron abundantes y la influencia del viento y la luz
solar varia entre los sitios (Vilas-Paz et al., 2005). De esta
manera, existen diversos micro hébitats en las Islas Cies que
influyen en la composicién de las especies, y a su vez, en la
altura de estas en el intertidal. La heterogeneidad espacial
en Islas Cies parece ser un factor crucial en la determinacién
de las comunidades costeras rocosas, hecho este encontrado
también por Wilding et al. (2010) para Escocia, Reino Unido y
Kostylev et al. (2005) para Hong Kong.

El viento dominante en las Islas Cies proviene del norte en
verano y del sudoeste en invierno (Vilas-Paz et al., 2005). En
general, los vientos también contribuyen en las orillas rocosas
a crearfuerte oleaje (Little y Kitching, 1996).La cara oriental
de las Islas Cies estaba protegida de las olas y los fuertes
vientos durante todo el afio. Los sitios 20 (Faro do Peito) a
22 (Punta do Cabalo) en la isla norte fueron directamente
expuestos a los vientos en verano y esto podria explicar por
qué las algas fucédceas estaban précticamente ausentes. Otro
factor que puede explicar la reduccién de la poblacién de
fucdceas en los sitios 21 a 22 es que en octubre una corriente
de salida de la Ria de Vigo con alta turbulencia de agua
alcanzo la boca norte de la ria, muy cerca de la orilla de la
isla norte del Archipiélago de Cies (Souto et al, 2001).Los
perfiles costeros protegidos fueron evidentes desde el sitio
14 (Faro do Bicos) al sitio 19 (Punta Pau de Bandeira) con
alta presencia de algas fucdceas. Niell (1977) encontré que en
Galicia, P. canaliculatano se encuentra en las costas batidas
y azotadas por el viento. De hecho, Jones y Demetropoulos
(1968) indicaron que Fucus spiralis no es tolerante a las fuertes
condiciones hidrodindmicas. Las fucdceas ocurren en la cara
expuesta de la isla sur, pero en los sitios 10 y 11 en la Enseada
de Concela, que es una cala protegida de las olas y los vientos
del suroeste en invierno.Las salpicaduras producidas por el
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oleaje en la cara norte, puede ayudar al asentamiento de
algunos organismos intertidales en las zonas mas altas en
los acantilados rocosos (Little y Kitching, 1996). El liquen,
V. maura, alcanza niveles mas altos desde el sitio expuesto
24 (Punta do Chancelos) hasta 27 (Punta do Principe) en la
isla norte. Por otra parte, el liquen naranja en su mayoria
terrestre, C. marina y la vegetacién vascular se encontraban
24 m por encima del limite de marea baja en esta seccién de
la costa. A esta altura, plantas vasculares como Armenia y
Crithmum crecen como alfombras dispersas y pueden tolerar
las elevadas salinidades que alli se encuentran (Vilas-Paz et
al., 2005).La humedad alta producida por las salpicaduras con
efecto spray en las caras expuestas de las Islas Cies, aumentd
el asentamiento de varias especies oportunistas en la parte
mas alta del intermareal. Los parches de Ulva intestinalis,
cianobacterias y M. stellatus ocurren mas arriba en estas caras
del Archipiélago. En la costa intertidal muy expuesta de la
Ria de Corme y Laxe (Niell, 1978), la franja de algas rojas y
la banda de mejillones esta presente desde el nivel de marea
baja hasta los 3 m de altura, lo que concuerda con nuestros
resultados para las Islas Cies. Por encima de la marca de
3 a 4,5 m, Niell (opus cit.) también encontré percebes y el
liquen negro, V. maura. En la cara expuesta de las Islas Cies,
este liquen negro puede, sin embargo, alcanzar la marca de
15 m por encima del nivel de marea baja en la mayoria de
los sitios. En la Ria de Corme e Laxe, el liquen naranja, C.
marina, se encuentra entre 4,5y 6,5 m; y en la cara expuesta
de las Islas Cies se distribuye siempre por encima de 10 m
de altura. El perfil vertical de distribucién de los organismos
intermareales en la Ria de Camarifias (Niell, 1978), es también
similar al encontrado por nosotros en la cara expuesta de las
Islas Cies, siendo ambos sitios caracterizados por la presencia
tanto de V. maura cémo de mejillones en niveles intertidales
mas altos, caracteristica ésta no encontrada en otras zonas del
intermareal rocoso estudiadas.

CONCLUSIONES Y LINEA FUTURA

En el momento del muestreo, en cada una de las caras de la
isla, se encontraron cuatro diferentes patrones de zonificacién
vertical. Las algas, A. armata y B. bifurcata caracterizaron la
cara protegida de la Isla Norte. Por otro lado, P. canaliculata y
F. spiralis tuvieron una mayor presencia en el lado protegido
de la Isla Sur. En los lados expuestos de la Isla Norte, los
liquenes, V. maura y C. marina y la franja de RHODOPHYTA,
presentaron sus limites de distribucién superior en zonas muy
altas del intermareal. La roca desnuda y la fase incrustante de
M. Stellatus estuvieron bien representadas en el lado expuesto
de la Isla Sur. El fuerte oleaje y los vientos dominantes fueron
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posiblemente los factores condicionantes de la estructura
de la comunidad. Por otra parte, las zonas de transicidn, los
accidentes geograficos y la pendiente de la orilla, también
pudieron contribuir a explicar las diferencias tanto en la
distribucién de la comunidad como su ubicacién en una
determinada altura del intertidal rocoso.

Los resultados presentados en este articulo caracterizan
la distribucién espacial de los principales organismos
intermareales de substratos duros, aportando datos de su
ubicacion en altura para todo el perimetro litoral de las Islas
Cies, los muestreos se realizaron en una determinada época
del afio, y por lo tanto deben ser tratados como lo que es, una
“foto” de la distribucién de los organismos en este periodo
temporal. Son necesarios futuros trabajos en las demds épocas
del afio para poder conocer la variabilidad de los organismos
en un ambiente tan dindmico como pueden ser las costas
rocosas.
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RESUMEN

Este trabajo se centra en la técnica de marcaje de células
gliales (astrocitos y microglia) procedentes de bulbos olfativos
humanos. Para el caso de los astrocitos se utilizd el método
inmunocitoquimico con el anticuerpo anti-GFAP (proteina
gliofibrilar 4cida), sabiendo que en estas células se encuentra
una gran cantidad de esta proteina. Sin embargo, la tincidén
de la microglia se realizé usando dos tipos de lectinas:
Lycopersicon esculentum (TL) y Ricinus communis (RCA-I).
Mediante esta técnica se mejoré la diferenciacion cromatica
de las células gliales en comparacién con el método de
Villacampa et al. (2013).

ABSTRACT

This paper focuses on the marking technique of glial
cells (astrocytes and microglia) obtained from human
olfactory bulbs. For the case of astrocytes it was applied
the conventional method of staining with anti-GFAP (glial
fibrillary acidic protein). These kind of cells contain a large
amount of this protein. However, for the case of microglia,
staining was performed using two diferent types of lectins:
Lycopersicon esculentum (TL) and Ricinus communis (RCA-I).
In this process it was improved the chromatic differentiation
of glial cells in comparison with the method of Villacampa et
al. (2013).

INTRODUCCION

Rudolf Vichow descubrié la glia en 1859 y la describié como
una especie de pegamento que mantenia unido las neuronas,
considerdndola, por tanto, células meramente de soporte. Sin
embargo, Virchow no distinguia entre los diferentes tipos de

células gliales. El desarrollo de nuevas técnicas de tincién
permitié a Pio del Rio Hortela (1918, 1920), un discipulo de
Santiago Ramon y Cajal, encontrar tres tipos de células:
microglia, astrocitos y oligodendrocitos. Con la excepcién de
algunos subtipos nuevos esta clasificacién ha sido mantenida
hasta la actualidad (Krebs et al., 2014).

A pesar de que los cientificos sabian que las neuronas
representaban el 156% de los elementos celulares frente al 85%
de glia, estas ultimas permanecieron ajenas a la investigacién
hasta los afios 90, cuando los estudios sobre la funcién de los
distintos tipos celulares crecieron de manera exponencial. En
esta ultima década la idea de que un subtipo de astrocito
pueda intervenir en el procesamiento de informacién va
ganando terreno (Krebs, 2014).

Otro descubrimiento importante con respecto a las células
gliales fue encontrar una implicacién de la microglia y los
astrocitos en numerosas neuropatologias (Fields, 2014).
Derivado de esta relacion, se le llamo reactividad glial a los
cambios morfolégicos y funcionales que sufren estos dos
tipos celulares ante cualquier anomalia en el sistema nervioso
(Gémez & Nieto, 2008; Serrano-Pozo et al., 2011).

En este sentido un método de doble tincién para poder
distinguir ambos tipos celulares en la misma seccién de tejido,
seria de gran utilidad para estudiar los cambios morfoldégicos
que sufren los astrocitos y la microglia ante cualquier dafio
del sistema nervioso.

En el estudio de Castellano et al. (1991) se describe una técnica
de doble tincién para la demostracion simultdnea de astrocitos
y microglia en secciones de cerebro, utilizando por una parte
una técnica histoenzimadtica para las células microgliales e
inmunohistoquimica para astrocitos. El avance en las técnicas
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TABLA 1. COMPARACION DE LOS PROTOCOLOS DE LOS DOS METODOS DE DOBLE TINCION

METODO VILLACAMPA ET AL. (2013)

METODO DISENADO EN ESTE ESTUDIO

Cortes criostato en OS o desparafinado

Desparafinado

Lavados TBS 0,06 M 3 x 10 min

Lavados TBS 0,06M 3 x 10 min

Bloqueo EPBS 10 min

Preincubacion en BSA 1% 1h

Lavados TBST 3 x 10 min

Lavados TBS 0,06M 3 x 10 min

Bloqueo unién con BBS 1 h

Incubar Ac 1° anti-GFAP 1:1800 en BBS toda la noche 4 °C

Incubar Ac 12 anti-GFAP 1:1000 en TBS 0,05M toda la noche 4°C

Lavados TBST 3 x 10 min

Lavados TBS 0,06M 3 x 10 min

Incubar Ac 2° antirabbit-Ig biotinilado en BBS 1:500 1 h

Incubar Ac 22 antirabbit-Ig fosfatasa alcalina (AP) 1:75 1h

Lavados TBST 3 x 10 min

Lavados TBS 0,06M 3 x 10 min

Incubar estreptavidina peroxidasa de rédbano picante en BBS 1:500 1 h

Lavados TBST 3 x 10 min

Revelado con DAB sulfato niquel 3 min

Tampodn de tincién 2 x 45 min

Incubar con tampdn de revelado (oscuridad) (2 h, 30, 20, 15, 10, 7, 5 min)

Lavados TB 3 x 10 min

Lavados TBS 0,06 M 3 x 10 min

Bloqueo EPBS 10 min

Inactivacién peroxidasa 30 min

Lavados TBS 0,06M 3 x 10 min

Lavados TBS 0,06 M 3 x 10 min

Preincubacién en BSA 1% 1 h

Incubar lectina TL biotinilada en TBST 1:150 toda la noche 4 °C

Incubar lectina TL o RCA-I biotiniladas en TBS 0,05 M ( 12 ug/
mL y 10 pyg/mL respectivamente) toda la noche 4 °C

Lavados TBST 3 x 10 min

Lavados TBS 0,06 M 3 x 10 min

Incubar estreptavidina peroxidasa de rdbano picante en TBST 1 h

Incubar con ABC-kit (complejo avidina-biotina peroxidasa) 1:100 1 h

Lavados TBS 0,06M 3 x 10 min

Lavados TBS 0,06 M 3 x 10 min

Lavados TB 3 x 10 min

Revelado DAB 3 min

Revelado DAB en TBS 0,056 M 5 min

Lavados TBS 0,06 M 3 x 10 min

Lavado en agua destilada 3 min

Lavado en agua destilada 3 min

Contratefiir con azul de toluidina 1 min

Lavado en agua destilada 1 min

Deshidratar: H20d, 50°, 70°, 90° e 3 x 100° (10 min cada uno)

Deshidratar: 70°, 80°, 96°, 100° (10 min cada uno)

Diferenciar con 1-butanol 1 min

Sumergir en xilol 2 x 2 min

Sumergir en xilol 2 x 5 min

Montar DPX 24 h

Montar DPX 24 h
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histoquimicas usando lectinas presentaba ventajas con
respecto a los marcadores enzimaticos (Almonda et al., 2013).
Asi que Villacampa et al. (2013) disefiaron un método de doble
tincién que combina la técnica inmunohistoquimica usando
anticuerpos GFAP para detectar astrocitos, con el uso de la
lectina de tomate especifica para la microglia.

Por lo general, en las enfermedades neurodegenerativas
se produce una afectacion de distintas areas cerebrales,
provocando un deterioro cognitivo y funcional progresivo
y asocidandose con alteraciones claras de las estructuras
nerviosas, entre las que se encuentra el bulbo olfativo (Ruan
et al., 2012).

El método disefiado en este trabajo se basa en la técnica
descrita previamente por Villacampa et al. (2013) pero su
finalidad era tratar de optimizar el sistema de revelado para
conseguir una diferencia cromética mayor entre ambos tipos
celulares. De esta manera se podria mejorar la calidad de la
imagen y en consecuencia ayudaria a estudios cuantitativos
posteriores.

MATERIAL

El tejido sometido a ensayo fueron bulbos olfativos humanos
proporcionados por el Biobanco del Complexo Hospitalario
Universitario de Vigo (CHUVI) y cedidos por el Servicio de
Anatomia Patoléxica del Hospital Meixoeiro y, por la Fundacién
Centro de Investigacién en Enfermedades Neuroldgicas (CIEN)
en colaboracién con el Instituto de Salud, Carlos III de Madrid.

La realizacion de este experimento se ajustd fielmente al
convenio de concesién de muestras y permisos éticos para
una correcta manipulacién de muestras humanas. Estando
recogidas en el Real Decreto-ley 9/2014, de 4 de julio, por el

DAB + H:0:
NBT +BCIP

IO, ATV

Figura 1. Representacion de la disposicion de las moléculas
utilizadas en el método disefiado en este estudio. A la izquierda
se esquematiza la tincion de la microglia y a la derecha la tincion
de los astrocitos (Modificado de Molist et al., 2011).
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que se establecen las normas de calidad y seguridad para la
donacidn, la obtencidn, la evaluacidn, el procesamiento, la
preservacion, el almacenamiento y la distribucidn de células
y tejidos humanos y se aprueban las normas de coordinacidn
y funcionamiento para su uso en humanos; publicado en el
BOE del 5 de julio de 2014. En este decreto se contempla una
modificacién recogida en la Orden SS1/2057/2014, del 29 de
octubre, mediante las que se modifican los anexos III, IV y V
de dicho decreto.

La dificultad para la obtencién de muestras nos obligd a
reducir el tamafio muestral a n=2, pero la doble tincién se
llevé a cabo no sdlo en los bulbos olfativos sino también en el
pedunculo y porcién mds rostral de la corteza.

METODO

Los tejidos fueron fijados en formaldehido al 10% durante dos
dias para posteriormente lavarlos en agua corriente una hora
y deshidratarlos para su inclusién en parafina siguiendo el
procedimiento convencional (Kiernan, 2008). Cortes de 8um de
espesor se procesaron con las dos técnicas que se describen
en la tabla 1. Por un lado se siguié fielmente la técnica descrita
por Villacampa et al. (2013) para comprobar la aplicacién de la
técnica en este tejido; y por otro, se utilizé la técnica disefiada
por nosotras. En ambos casos la demostracién simultdnea de
ambos tipos celulares se consigue mediante una técnica en
dos pasos (Fig. 1): a) incubacién inmunohistoquimica con un
anticuerpo anti-GFAP que tifie los filamentos intermedios
de los astrocitos y, b) incubacién histoquimica con lectinas
biotiniladas. En este caso se usaron la lectina de tomate
(TL o LEL) que reconoce especificamente residuos de poli-
N-acetilactosamina (oligémeros de N-acetilglucosamina)
localizados en la membrana plasmadtica y citoplasma de
la microglia (Villacampa et al., 2013), o la lectina Ricinus
communis (RCA-I) que reconoce preferentemente residuos de
galactosa terminal y/o N-acetilgalactosamina.

METODO DISENADO EN ESTE ESTUDIO

Los pasos que se siguen en este método se esquematizan
en la tabla 1. En primer lugar se realiza el desparafinado
e hidratacién de las muestras, como es habitual mediante
bafios en xilol y en alcoholes de graduacién decreciente
respectivamente.

Una vez hidratadas las muestras se inicia la primera etapa del
proceso para la identificacién de astrocitos.

1. Tres lavados de 10 minutos cada uno en tampén tris
salino (TBS) 0,05 M.
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2. Se realiza una preincubacién durante 1 hora en albimina
de suero bovino (BSA) al 1%. Esta solucién de bloqueo
tiene como finalidad saturar lugares donde se podria unir
el anticuerpo de forma no especifica.

3. Tres lavados de 10 minutos cada uno en TBS 0,05 M.

4. Incubacién con la inmunoglobulina anti-GFAP de conejo
durante toda la noche a 4 °C y una concentracién de
1:1000.

5. Tres lavados de 10 minutos cada uno en TBS 0,05 M.

6. Incubacién con un anticuerpo secundario que reconozca
el primario. En este caso el anticuerpo es una Ig de
cabra anticonejo y esta marcado con la enzima fosfatasa
alcalina. El tiempo de incubacién es de 1 hora a una
concentracion de 1:75.

7. Tres lavados de 10 minutos cada uno en TBS 0,05 M.

8. Tampdn de tincién 2x 45 minutos (Tabla 2). Basicamente
este tampon aporta un medio muy béasico, sales y
levamisol que ayudarédn a la adaptacién del tejido para el
siguiente paso.

TABLA 2. COMPOSICION DEL TAMPON

DE TINCION PARA LA POSTERIOR
VISUALIZACION DE LOS ASTROCITOS.

COMPUESTO CANTIDAD PARA 2 mL
Tris 1 M pH 9,5 222 L
NaCl 5 M 44 L
MgCl2 1M 100 pL
Levamisol 0,5 mg
Agua destilada 1950 pL

9. Por ultimo, las muestras se incuban con tampdn de
revelado (Tabla 3) en oscuridad. Para conseguir el tiempo
de revelado éptimo se probaron los siguientes tiempos: 2
horas, 30 minutos, 20 minutos, 15 minutos, 10 minutos,
7 minutos y 5 minutos. Este tampdén se compone por
tampoén de tincidén al que se ha afiadido el sustrato y
las sales de diazonio. En este caso la fosfatasa alcalina
se revela mediante la incubacién de las secciones con
el sustrato 5-bromo, 4-cloro, 3 indol-phosphate (BCIP)
marcado con cloruro de 4-nitroazul tetrazolio (NBT)
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TABLA 3. COMPOSICION DEL TAMPON DE

REVELADO PARA EL MARCAJE DE ASTROCITOS.

COMPUESTO CANTIDAD PARA 4 mL
Tris 1 M pH 9,5 400 pL
NaCl 5 M 80 pL
MgCl2 1 M 200 pL
Levamisole 1,92 mg
Agua destilada 3300 L
NBT/BCIP 40 pL

produciendo un precipitado violeta-negro cuando el
fosfato es hidrolizado por la fosfatasa alcalina (Esteban
et al., 2009).

Para iniciar el proceso de identificaciéon de microglia se
debe empezar por:

10. Tres lavados de 10 minutos cada uno en TBS 0,05 M.

11.Inactivacién de la peroxidasa enddgena mediante
perdxido de hidrégeno (H202) durante 30 minutos.

12. Preincubacion durante 1 hora en BSA al 1%.

13.Incubacién con la lectina biotinilada durante toda la
noche a 4 °C. En este estudio se emplearon dos tipos de
lectinas: la lectina de tomate (TL), cuya concentracion
Optima resulté ser 12 ug/mL. Se realizaron pruebas con
concentraciones que variaban entre 12-20 pg/mL. La
otra lectina era la Ricinus communis (RCA-I) (Vector
Laboratories) a una concentracién de 10 pg/mL (Nufiez,
2014).

14. Tres lavados de 10 minutos cada uno en TBS 0,05 M.

15.Incubacién con el complejo enzimdtico avidina-biotina-
peroxidasa (ABC), el cual se une a la lectina marcada
con biotina a una concentracién de 1:100 durante 1 hora.

16. Tres lavados de 10 minutos cada uno en TBS 0,05 M.

17.Para la visualizacién de la lectina se realiza un proceso
de revelado de exactamente 5 minutos. Usando la
diaminobenzidina (DAB) y el peréxido de hidrégeno se
obtiene un precipitado de color marrdn.

18.Dos lavados de b minutos en TBS 0,05 M.



Finalmente se lleva a cabo la deshidratacién de las muestras
en alcoholes de graduacién ascendente y en xilol para su
montaje y observacién al microscopio.

RESULTADOS Y DISCUSION

El procedimiento de doble tincién descrito anteriormente se
repite en todas las muestras analizadas tanto en lo referente a
los distintos pacientes como a las diferentes dreas de estudio,
esto es, bulbo olfativo, pedunculo y corteza rostral.

ANALISIS DEL METODO DISENADO
EN ESTE ESTUDIO

Las principales variables a las que se sometié el protocolo
disefiado son: el tiempo de revelado de la fosfatasa alcalina
para demostracién de astrocitos y la utilizacién de dos lectinas
para visualizacién de la microglia.

1. Tiempos de revelado

Inicialmente el tiempo de revelado aplicado fue de dos
horas en oscuridad (comunicacién personal). Sin embargo se
observa una tincién excesivamente recargada que dificultaba
la apreciacién de las caracteristicas morfoldgicas de los
astrocitos (Fig. 2A). A pesar de que este tiempo da lugar
a un marcaje mas intenso de las células, aparece también
una tincién de fondo que distorsiona la imagen. Para ello se
probaron tiempos considerablemente inferiores que variaban
entre 5 y 30 minutos. Entre estos tiempos de revelado no
habia diferencias significativas (Fig. 2B, 2C, 2D).

B

revelado para astrocitos. (A) Tiempo de 2 horas. (B) Tiempo 15
minutos. (C) Tiempo 5 minutos. (D) Tiempo 20 minutos. Astrocitos
(flechas). Barra de escala A, B, Cy D: 50 pm.
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2. Uso de lectinas

Como ya se comentd anteriormente este trabajo estd basado
en el método de Villacampa et al. (2013) que usa la lectina
de tomate para el marcaje de la microglia. Sin embargo, se
probo si el método funcionaba con otra lectina, la RCA-I,
descrita previamente en tejido nervioso (Haude & Korr, 1993),
con el fin de observar si habia diferencias significativas. Los
resultados se muestran en la figura 3 en donde se puede
observar un resultado similar tanto con la TL (Fig. 3A) como
con la RCA-I (Fig. 3B). Mientras que la TL tiene afinidad
por la N-acetilactosamina formada por unidades GalR1-
4GlcNAc (galactosa-N-acetilglucosamina) o alternativamente
por GalNAcB1-4GlcNAc (N-acetilgalactosamina-N-
acetilglucosamina) (Stanley & Cummings, 2009), RCA-I tiene
afinidad por la galactosa y N-acetilgalactosamina (Esteban et
al.,, 2009). La diferencia que se puede resaltar es la distinta
concentracion a la que se tienen que usar, siendo de 12 ug/
mL para TL y 10 pg/mL para RCA-I. Por tanto, teniendo
en cuenta la concentracién ambas lectinas se pueden usar
indistintamente.

Figura 3. Imagen de la doble tincion con dos tipos de lectinas. (A)
Doble tincion con la lectina TL. (B) Doble tincion con la lectina
RCA-I. Astrocitos (flechas) y microglia (cabeza de flecha). Barra de
escalas Ay B: 20 pm.

COMPARACION DE METODOS

El método disefiado en este trabajo presenta algunas ventajas
cromaticas con respecto al descrito por Villacampa et al.
(2013). La principal diferencia de este método con respecto
al de Villacampa et al. (2013) se centra en el uso de un
anticuerpo secundario unido a la enzima fosfatasa alcalina
que obliga al uso de un revelador diferente con respecto al
habitualmente usado en las técnicas inmunohistoquimicas.

En el método de Villacampa et al. (2013) se usa como
cromoégeno la diamino bencidina (DAB) con y sin sulfato de
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Figura 4. Imagenes de la doble tincion empleando las dos técnicas.
(A) Método de Villacampa et al. (2013) realizado en este trabajo en
bulbos olfativos. (B) Método diseiiado en este estudio. Astrocitos
(flechas) y microglia (cabeza de flecha). Barra de escala A: 20 pm;
B: 30 pm.

amonio niquel, se obtiene, de esta manera, una doble tincién
de distintas tonalidades de marrén. Siendo més intenso el
marcaje de astrocitos (DAB + sulfato de amonio niquel) que
el de la microglia (solo DAB) (Fig. 4A). Sin embargo, derivado
del uso de dos cromdgenos distintos, los colores resultantes en
el método disefiado por nosotras son el marrén para microglia
(DAB) y violeta-negro para astrocitos (4-cloro-1-naftol), de
manera que es facil distinguir ambos tipos celulares (Fig. 4B).

Resultados similares con respecto a las diferencias
cromaticas entre los dos tipos celulares fueron obtenidos por
Castellano et al. (1991). Pero en este caso, se usaron técnicas
histoenzimoldgicas en lugar del uso de lectinas para el marcaje
de la microglia.
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PROYECTO SELATUM

EVALUACION DE LA BIODISPONIBILIDAD Y LA
BIOACCESIBILIDAD DEL. COMPLEJO SELENIO — MERCURIO EN

FL MUSCULO DEL ATUN. POSIBLES EFECTOS CITOTOXICOS DEL
CONSUMO SOBRE LINEAS CELULARES CANCERIGENAS IN VITRO.

J. Lago, M. Atanassova, A. G. Cabado, J.M. Vieites

Area de I+D+i, ANFACO-CECOPESCA, Vigo (Pontevedra)

INTRODUCCION

Este trabajo estd vinculado a la ejecucién técnica del proyecto
SELATUN: MINIMIZACION DE LA PROBLEMATICA DEL
MERCURIO Y VALORIZACION DEL ATUN COMO ALIMENTO
SALUDABLE, financiado por el Ministerio de Economia y
Competitividad en el afio 2014 en la convocatoria Retos de
la Sociedad. En este dmbito se trata de recopilar informacién
en relacién a la problemaética del mercurio en el atun, asi
como de evaluar procedimientos para minimizar o neutralizar
el riesgo de ingesta de mercurio asociado a los productos
del atun. Ademads, el proyecto aborda la relacién entre el
consumo de atun y la aparicién de patologias cancerigenas y
neuroldgicas de elevada incidencia en la poblacién actual. En
conjunto, se trata de obtener evidencias cientificas para una
adecuada valoracién riesgo/beneficio de los productos de este
pescado, cuya imagen ha sido perjudicada injustificadamente
en muchos medios, en base a una interpretacién alarmista
de las recomendaciones dirigidas a sectores especialmente
sensibles a la exposicién al mercurio, como las mujeres
embarazadas y los nifios. Una interpretacién errénea de este
tipo de recomendaciones puede dar lugar a la disminucién en
el consumo de un alimento saludable que aporta beneficios
a la poblacion.

En la actualidad, cuando se realiza la evaluacién de riesgo
de cualquier contaminante, no se tienen en cuenta los
procesos que condicionan la llegada de dicho contaminante
a la circulacién sistémica y a los drganos diana donde ejerce
su efecto. Por ello, las etapas de digestién, absorcién y
metabolismo en el organismo deberian de ser consideradas
en la evaluacién del riesgo/beneficio asociado a la ingesta de
un compuesto.

El numero de estudios sobre alimentos llevados a cabo in
vIvo, son muy escasos, por ello se disefian estudios in vitro
que permiten analizar un elevado numero de muestras y una
vez validados, generan datos precisos y reproducibles sin las
restricciones éticas que conllevan los estudios realizados sobre
organismos vivos.

En este contexto, la bioaccesibilidad corresponde a la fraccién
de un compuesto, nutriente o contaminante que puede
liberarse del alimento o solubilizarse durante su paso por
el tracto gastrointestinal. Esto se ve afectado por distintos
factores como el tipo y la composicién del alimento, las
condiciones del tracto gastrointestinal y las circunstancias
fisiolégicas del consumidor.

Por otro lado, no todo el contenido de un compuesto, nutriente
o contaminante presente en la dieta va a ser eficientemente
absorbido ni refleja lo que queda disponible en el cuerpo.
En este sentido, la biodisponibilidad representa la fraccion
ingerida en los alimentos que puede ser absorbida y alcanza
la circulacién sistémica. La biodisponibilidad puede verse
afectada, entre otros factores, por los constituyentes del
alimento, las preparaciones culinarias asi como la situacién
fisioldgica del consumidor.

Los estudios de biodisponibilidad in vitro simulan la absorcién
intestinal mediante el uso de lineas celulares. Para ello se
emplea habitualmente la linea celular Caco-2, establecida a
partir de un carcinoma de colon humano. Esta linea celular,
se diferencia en enterocitos intestinales a partir de la segunda
semana en cultivo y se establecen cultivos en monocapa
celular que simula el epitelio intestinal. Para ello, se cultivan
mediante un sistema que permite una comunicacién de las

IWESTIGRCION 47




células, tanto en su lado apical como en su lado basolateral,
simulando lo que ocurre in vivo. A este modelo se le pueden
incorporar células secretoras de moco, similares a células de
goblet, que actian como barrera para la absorcién de los
contaminantes v su llegada a la circulacion sistémica (Vazquez
et al., 2013).

La combinacion de una digestion gastrointestinal simulada
in vitro y de un modelo de epitelio intestinal para emular
la absorcién se ha evidenciado util para predecir la
biodisponibilidad in vivo de numerosos nutrientes, farmacos
y otros compuestos. En este contexto, en el proyecto Selatun,
se han utilizado modelos para estudiar la bioaccesibilidad del
mercurio (Hg), metil mercurio (MeHg) v selenio (Se), asi como
su absorcidn intestinal mediante cultivos celulares.

El efecto de la dieta sobre la salud se estd estudiando
intensamente en los ultimos afios, cada vez a un nivel mas
profundo. Se ha establecido claramente la importancia de las
interacciones entre los nutrientes recibidos a través de la
dieta, sus niveles y el estado de salud general (Duo Uriarte,
2012). Ha sido ampliamente demostrado el papel del Se y sus
formas organicas (se conocen alrededor de 35 selenoproteinas
distintas hasta la fecha) en el desarrollo adecuado del
organismo, musculos y tejido conectivo asi como ante la
aparicién de patologias como la artritis, disminucién en la
respuesta inmunitaria normal, funciones modificadas de los
tiroides (hipotiroidismo) y céncer (Rayman, 2000). De tal forma,
ha sido previamente estudiada la funcién que ejerce el Se y las
consecuencias de su deficiencia en pacientes con cancer de
piel, higado, préstata/ovarios y pulmén (Rayman, 2000; Daniel
et al., 2011; Mahoney et al., 2012; Huang et al, 2015, Jaing
et al., 2014). Por otro lado, varios de los citados estudios han
proporcionado evidencia cientifica del efecto positivo contra el
desarrollo del céncer que podria tener la aportacion dietética
de Se a través del consumo frecuente de pescado (Daniel et
al., 2011; Zheng et al., 2013; Jiang et al., 2014; Huang et al.,
2015). En el presente proyecto se ha planteado el estudio del
efecto anti cancerigeno (citotdxico) in vitro de las muestras de
atun digeridas para permitir la cuantificacién de este ultimo
y profundizar en el conocimiento de las interacciones entre
los nutrientes que podrian aportar beneficios a pacientes con
cancer.

METODOLOGIA

1. Seleccion y digestion de las muestras

La digestién in vitro de las muestras seleccionadas se realizé
mediante el protocolo de simulacién in vitro de la digestion
humana desarrollado en los trabajos de Versantvoort y
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colaboradores (Versantvoort et al., 2005, Oomen et al., 2004) y
adaptado a muestras de atun.

Brevemente, se preparan las soluciones digestivas: saliva, jugo
gastrico, duodenal y biliar, se ajustan los correspondientes pHs
de cada jugo y se esterilizan.

A continuacién se llevd a cabo el muestreo de los distintos
ejemplares de atun y se realizaron los experimentos de
digestion in vitro:

« Trituracién y homogenizacién de la correspondiente muestra
de atun.

¢ Adicidn de saliva e incubacién a 37 °C en agitacion.
» Adicién de jugo gastrico e incubacién a 37 °C en agitacién

e Por ultimo incubacién con jugo duodenal, jugo biliar y
bicarbonato sddico.

« Centrifugacién y recogida del sobrenadante.

El célculo de la bioaccesibilidad se lleva a cabo aplicando la
siguiente férmula:

2

9% Bioaccesibilidad = ion x 100

contenido inicial

El sobrenadante obtenido tras la digestién in vitro debe ser
acondicionado para su empleo sobre los cultivos celulares.
Para ello es necesario desactivar las enzimas, agregar glucosa
y ajustar la osmolaridad y pH; por ultimo se deben esterilizar
las muestras.

2. Estudios de biodisponibilidad empleando el modelo
celular Caco-2.

La estimacién de la biodisponibilidad se obtiene tras la
aplicacién de la siguiente férmula:

contenido basal

% Bioaccesibilidad = ——
contenido apical

X 100

La integridad de la monocapa de células Caco-2 para la
realizacion correcta de los experimentos con enterocitos
diferenciados, se verifica midiendo la resistencia eléctrica
transepitelial (TEER), mediante el equipo Millicell® ERS-2
(Sistema de Resistencia Eléctrica). El empleo de cultivos de
Caco-2 presenta la limitacién de que no contienen ausencia
de capa de mucus presente en el epitelio intestinal. Esta



situacion se puede corregir mediante el empleo de co-cultivos
de células Caco-2 y células que segregan moco. La linea
celular HT29-MTX (similares a células de goblet) procede del
colon y se diferencia en células muco-secretoras. El uso de
cocultivos de Caco-2 y HT29 permite incorporar al modelo
los dos tipos celulares mas importantes en el epitelio; esto
representa al epitelio intestinal humano de forma mas precisa.

3. Estudios de toxicidad in vitro sobre lineas can-
cerigenas humanas

Con el propésito de determinar el posible efecto citotdxico de
las muestras de digestién in vitro a partir de atin cocido al
vapor a 81°C en placas de 96 pocillos sobre lineas celulares
de céncer de prostata e higado, se han elaborado digeridos
gdstricos a partir de las muestras de atun cocido (replicas
n=4). El perfil nutricional de las muestras de digerido gastrico
simulado in vitro se ha sometido a analisis fisicoquimico
y nutricional (humedad, proteina, grasa, perfil en acidos
grasos, hidratos de carbono, mercurio y selenio mineral,
asi como metilmercurio). Para la determinacién de los
pardmetros nutricionales y fisico-quimicos se ha procedido a
la concentracién de las muestras mediante liofilizacién debido
a la dilucién elevada a la que se somete la matriz alimentaria
durante el proceso de digestién y los distintos limites de
deteccion de los correspondientes métodos analiticos.

Con las muestras digeridas se han realizado los ensayos
de determinacion del efecto citotdxico in vitro sobre la
correspondiente linea celular (todas las lineas empleadas
se detallan més abajo en este punto de la Metodologia). A
continuacién se han adicionado concentraciones variadas de
la muestra (estéril), determinando los limites de concentracion
y los pardmetros cuantitativos del efecto sobre el crecimiento
de la linea celular. Se han determinado de tal forma varios
parametros de las distintas lineas celulares in vitro: viabilidad
celular mediante tincién con el colorante vital Alamar Blue,
disrupciéon del potencial mitocondrial y cuantificacién
simultdnea de 5 caspasas cuyo incremento en las células
indica los principios de un proceso de apoptosis. Todos estos
ensayos han sido realizados en dos lineas de cancer de higado
(Hep G2 (ATCC HB-8086), SK-HEP-1 (ATCC HTB-52)) y de
prostata (PC3 (ATCC CRL-1435), DU-145 (ATCC HTB-81)), asi
como en dos lineas de céncer de rifién - FRhK-4 (ATCC CRL-
1688) y HEK 293 (ATCC CRL-1573), empleadas como control
“negativo”, ya que su viabilidad no se veria afectada, segun
la bibliografia, por el tratamiento con las muestras de atun
(Rayman, 2000; Key et al., 2004; Renieri et al., 2014). Se han
ensayado varios tiempos de tratamiento de las células con la
muestra en las condiciones dptimas de cultivo para cada linea
celular - 2h, 4h, 6h, 24h, 48h y 72h. El ratio muestra / cultivo
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celular empleado ha sido de 1/5, se han probado diluciones
seriadas de la muestra en agua milliQ estéril de cara a poder
cuantificar el efecto citotdxico en relacién a la concentraciéon
de Selenio.

¢ Estimacién de la viabilidad celular por el método de
Alamar Blue

Este método se basa en la reduccién por la actividad
metabdlica celular de la resazurina a resofurina. La
resazurina es un colorante no fluorescente que se transforma
en el colorante fluorescente intensamente rojo resofurina
de manera cuantitativamente detectable; la cantidad de
fluorescencia emitida es proporcional al numero de células
viables. Se observa efecto citotdxico estadisticamente
significativo sobre este pardmetro de los cultivos estudiados
después de 48-72 h de tratamiento con la muestra.

Estimacién del efecto disruptor del potencial mitocondrial
por coloracién con JC-10.

Este pardmetro se ha estimado mediante la coloracién de las
células cancerigenas tratadas con muestra con un colorante
cationico lipofilico (JC-10). Este compuesto cambia su rango
de sefial fluorescente emitida después de la formacién de
agregados en la mitocondria celular y el efecto se puede
determinar cuantitativamente en funcién de la mayor o
menor permeabilidad de la membrana celular. Después de
la realizacion de este ensayo se ha observado de nuevo que
los tiempos éptimos de tratamiento con las concentraciones
de muestra seleccionados son de 48-72h.

Estimacion del efecto de estimulacion de la secrecién de las
caspasas -2, -3, -6, -8y -9.

La apoptosis o muerte celular programada es resultado de
una serie de procesos bioquimicos internos a la célula de
los eucariotas predeterminados genéticamente. Uno de los
mecanismos implicados se realiza a través de la activacién
de un grupo de proteasas de cisteina internas denominadas
caspasas (Figura 1).

Las caspasas estdn distribuidas en tres familias - la subfamilia
de la caspasa 1 a la que pertenecen las caspasas -1, -4,
-5, -11, -12 y -13, la subfamilia de la caspasa 3 a la que
pertenecen las caspasas - 3, -6, -7, -8 y -10 y, finalmente, la
subfamilia de la caspasa 2, compuesta por las caspasas -2 y
-9. Funcionalmente, algunas caspasas como la -2, la -8 y la -9
actian como iniciadores o sefiales para iniciar el proceso de
la sintesis de las demés enzimas implicadas en la apoptosis,
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Figural. Principales vias de accion de las caspasas en el proceso
de muerte celular programada (segtin Vachova & Palkova, 2006)

mientras que otras tienen papel de efectores de la apoptosis.
La caspasa -1 tiene un papel muy destacado en los procesos
de la inflamacién a través de la activacion de las citokinas.
El protocolo analitico empleado para la medida de las
principales caspasas (-2, -3, -6, -8 y -9) implica la deteccién y
la cuantificacién fluorimétrica de la actividad de estas enzimas
en el cultivo celular estudiado, proporcionando los distintos
sustratos especificos para cada una de ellas.

RESULTADOS

1. Resultados de la bioaccesibilidad del mercurio

Los resultados obtenidos muestran que los porcentajes de
bioaccesibilidad para el mercurio total se corresponden con
valores del 24 %, mientras que para el selenio, los porcentajes
de accesibilidad duplican a los del mercurio, alcanzando
valores del 48 %.

2. Resultados de la biodisponibilidad del mercurio
determinada en el modelo combinado celular de
Caco-2y HT29

En relaciéon a los valores de biodisponibilidad, los resultados
son preliminares. Se observa que utilizando cultivos de
enterocitos se obtienen porcentajes de absorciéon de Hg o
MeHg alrededor del 30 %, mientras que cuando se emplean
cocultivos con células secretoras de mucus, los porcentajes
de biodisponibilidad disminuyen a valores cercanos al 10 %.
Estos resultados coinciden con resultados previos obtenidos
por otros autores, que han propuesto que se produce una
retencién del mercurio en la capa de mucus depositada sobre
el epitelio (Vazquez, 2013). Por otro lado, la absorcién del Se
empleando ambos cultivos celulares, es mayor con porcentajes
superiores al 20 %.
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Figura 2: Células HT29 en cultivo, izquierda y HT29 en cocultivo
con Caco-2 derecha

Por otro lado, se evalué el efecto del cocinado sobre la
biodisponibilidad del mercurio y metil mercurio comparando
la biodisponibilidad de las distintas especies mercuriales
presentes en digeridos de atun crudo y cocinado al vapor.
Como se puede apreciar en las figuras 3 y 4, no se aprecian
diferencias significativas entre la biodisponibilidad del
mercurio o metil mercurio entre el atin crudo y el atun
cocinado al vapor tras cuatro horas de exposicion.
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Figura 3: Porcentaje de biodisponibilidad del Hg en atin crudo y
el atin cocinado al vapor, en funcion del tiempo de exposicion.
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Figura 4: Biodisponibilidad (%) del MeHg en atiin cocinado en
funcion de la fraccion bioaccesible, dopando con patrén de Hg.



El empleo de cocultivos de Caco-2 y HT29 permite obtener un
modelo de epitelio mas aproximado al epitelio intestinal. En
primer lugar, se verifico el correcto crecimiento de las células
Caco-2 en cocultivo con las HT29. Para ello se realizé una
tincién diferencial con Alcian Blue y Fast-Red TR/Naphthol
AS-MX. El Alcian blue tifie el mucus secretado y localizado
junto a las células HT29, mientras que el Fast Red tifie las
células Caco-2 que al diferenciarse a enterocitos expresan la
enzima fosfatasa alcalina en el borde en cepillo (Chen, 2010).

Figura 5: Tincion diferencial de un cocultivo. Se aprecian las
células secretoras de moco de color verde turquesa y las Caco 2
de color marrén naranja.

Los valores de TEER se ven afectados por la presencia de las
células HT29, produciéndose un descenso en comparacion
con monocultivos de Caco-2. Esta disminucién ha sido
descrita previamente, (Vazquez, 2013), debido a una menor
concentracién de uniones fuertes (tight junctions) por la
presencia de células HT29. En todo caso, en los cocultivos
se alcanzan valores de TEER que garantizan la integridad de
la monocapa.

l Caco-2
Cocultivo Caco-2 / HT29

TEER

Tipo de cultivo

Figura 6: Comparacion del TEER en monocapa de Caco-2 y cocultivo
Caco-2 7 HT29 realizados de manera simultanea.
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A continuacion se realizaron estudios de biodisponibilidad de
Hg, MeHg y Se en estos cocultivos. En este caso se estudid
la absorcién tras un periodo de 4 horas, sin hacer cinética de
absorcién. Las células se expusieron a un digerido de atun
cocido dopado con Hg, MeHg y/o Se. Si bien estos datos son
preliminares, la presencia de Se parece disminuir la absorcién
de Hg o MeHg en el modelo epitelial empleado.

8
6
4
2
0

Absorcién Hg (%) Absorcién Hg (%) Absorcidn MeHg Absorcion MeHg  Absorcién Se
en presenciade en presenciade (%) en presencia (%) en presencia
Se 5 pgfl Se 170 ug/l deSeS5pg/l  deSe 170pg/l

Figura7: Efecto de la presencia de selenio sobre la absorcion de
Hg y MeHg.

3. Resultados de la determinacion del efecto citotdxico
in vitro de las muestras de atin digerido

El aspecto normal (crecimiento en condiciones 6ptimas) bajo
microscopio éptico de los cultivos celulares de las lineas de
cancer de prostata, higado y rifién después de la optimizacién
de los cultivos se puede apreciar en la figura 8.

¢ Eistimacion de la viabilidad celular por el método de
Alamar Blue

A continuacién (Figura 9) se presentan los resultados de la
viabilidad celular obtenidos. Se observa efecto citotéxico
estadisticamente significativo sobre este pardmetro de
los cultivos estudiados después de 48-72 h de tratamiento
con la muestra. El efecto es mayor en el caso de la linea
cancerigena de prdstata en comparacién con la linea de
higado.

« Estimacion del efecto disruptor del potencial mitocondrial
por coloracién con JC-10

Después de la realizaciéon de este ensayo se ha observado de
nuevo mayor efecto disruptor de la muestra de atin cocido
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Figura 9. Viabilidad celular de la linea de cancer de prostata PC3
(ATCC CRL-1435) en funcion de la concentracion de la muestra
(72h de tratamiento) segin el método de Alamar Blue (Life
Technologies)
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Figura 8: Aspecto normal de los dos
cultivos de cancer de higado y prostata
adquiridos durante el tercer aiio del
proyecto, observado por microscopia
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E) linea HEK 293 (ATCC CRL-1573), todas a
2 dias de cultivo.
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Figura 10: Efecto del digerido de atin sobre el potencial
mitocondrial de la linea de cancer de préstata PC3 (ATCC CRL-1435)
en funcion de la concentracion de la muestra (72h de tratamiento)
por tincion con JC-10.



digerido sobre la linea de céncer de préstata en comparacion
con la de higado y tiempos éptimos de tratamiento con
las concentraciones de muestra seleccionadas de 48-72h
(Figura 10).

» Estimacion del efecto sobre la iniciacién de la apoptosis

Los ensayos de deteccién de los niveles de las caspasas
en las muestras siguen en proceso, aunque en la figura
inferior se pueden observar los resultados parciales para
las concentraciones crecientes de las caspasas 2, 6 y 8, en
comparacion con las células no tratadas, después de 24 h
de tratamiento con la muestra de digerido de atun.

CONCLUSIONES

En nuestra opinién, y teniendo en cuenta estos resultados,
una correcta evaluacién de riesgo de estos metales pesados,
deberia de tener en cuenta datos relevantes como el
porcentaje de bioaccesibilidad y biodisponibilidad para
dichos contaminantes. En este sentido, el efecto toxico
en el organismo humano depende de lo que éste absorba
y la cantidad que llegue al sistema circulatorio. Los datos
sugieren que la biodisponibilidad total de estos contaminantes
es muy inferior a lo que cabria esperar. Por otro lado, es
importante considerar el papel beneficioso del Se que, como
se demuestra, se absorbe en mayor cantidad que el Hg o
MeHg. Por lo tanto, ademds de la informacién disponible en
la bibliografia y aunque estos datos pueden ser preliminares,
la continuacién de estudios de esta indole, deberian apoyar
un aumento del limite legal para comercializar pescados
susceptibles de contener Hg o MeHg.

Por otro lado, los resultados preliminares sobre la actividad
citotéxica del consumo de atin demuestran un mayor efecto
sobre las lineas de cdncer de préstata en comparacién con las
lineas de céncer de higado.
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Figura 11. Efecto del digerido de atiin (identificado como sangacho
en esta grafica) sobre las concentraciones de las caspasas -2, -6
y -8 de la linea de cancer de préstata PC3 (ATCC CRL-1435) en
funcion de la concentracion de la muestra (24 h de tratamiento)

(ApoTarget).
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RESUMEN

En este articulo se presenta una herramienta novedosa para
la prevencidn, deteccién y mapeado de incendios forestales
(que puede ser extendido y adaptado a cualquier otro tipo
de desastre natural). Esta herramienta se obtiene a través de
la sinergia de cuatro tecnologias: sensores infrarrojos para la
deteccion inicial del incendio, satélite de tipo CubeSat para
la transmisién temprana de sefiales de emergencia asi como
para dar cobertura de comunicacién al resto de sistemas,
UAVs para el mapeado de gran resolucién del incendio y una
herramienta informatica de evaluacién de la situacién y toma
de decisiones.

Palabras Clave: Incendio forestal, CubeSat, UAVs, sensores IR

ABSTRACT

This article presents an innovative tool for prevention,
detection and mapping of wildland fires (which can be
extended and adapted to any other type of natural disaster).
This tool is obtained through the synergy of four technologies:
infrared sensors for fire in-situ detection, CubeSat spacecraft
for early warnings and communications coverage, UAVs for
high-accuracy fire mapping and a situation assessment tool
for the evaluation of the situation and decision making.

Keywords: Wildland-Fire, CubeSat, UAVs, IR Sensors

INTRODUCCION

Los incendios forestales son procesos naturales que permiten
la regeneracion de nuestros bosques y son una parte esencial
de los ecosistemas. En la actualidad, un incendio forestal se
asocia directamente a un fendmeno catastréfico que arrasa

nuestros bosques y destruye la riqueza asociada a los mismos;
esto se debe principalmente al abandono del medio rural y
el éxodo de la poblacién hacia las ciudades, dejando estos
sin cuidado y a merced de las acciones humanas, ya sean
involuntarias o premeditadas. Este tipo de catdstrofe, ademas
de arrasar grandes superficies de terreno, provoca muchas
veces victimas humanas [1], lo que los convierte en catastrofes
sociales a la vez de naturales.

Los incendios forestales, son una de las mayores amenazas
y desastres medioambientales que se producen anualmente
en el territorio europeo. Aunque la forma maés efectiva de
combatir este desastre es a través de la prevencién con
politicas adecuadas de recuperacion rural, una vez se produce,
es necesario actuar de forma rdpida y efectiva para minimizar
los dafios sobre el medioambiente.

El ultimo informe emitido por el European Forest Fire
Information System (EFFIS)[2] cifra la superficie quemada
Europa durante el afio 2015 en torno a 1 millén de hectdreas,
siendo Espafia uno de los paises mds afectado, con un total
de 103200 hectdreas.

CONCEPTO

Con este trabajo se pretende desarrollar una herramienta eficaz
para la deteccidn, gestién y control de incendios forestales
formada por un conjunto de sistemas que trabajando en
equipo, proporcionan la informacién necesaria a los servicios
de emergencia para que tomen las decisiones oportunas:

Sistema de deteccién terrestre (Ground Detection System
GDS): formado por el conjunto de equipos encargados de
la deteccién inicial del incendio forestal y su transmisién
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al segmento espacio (satélite CubeSat). Los principales
componentes que forman el GDS son:

e Unidad Pan&Tilt para la monitorizacién de la superficie
forestal

* CPU para el procesamiento de datos y control del conjunto
GDS

o Interfaz de comunicacion

¢ Equipo de suministro de energia y estructura soporte

Sistema de comunicacién espacial (Space Communication
System SCS): proporciona el soporte de comunicaciones
requerido para enviar los mensajes instantaneos de emergencia
generados por el GDS. Este sistema estd principalmente
basado en un picosatélite del tipo CubeSat junto con un una
estacién de tierra

Sistema de caracterizacién y retransmisiéon de UAV (UAV
Characterization and Relay System UCRS): sistema formado
por una flota de UAVs asi como un centro de control de los
mismos. El UCRS se encarga de la monitorizacién en tiempo
real del incendio.

Centro de procesado de datos (Data Processing Center
DPC): encargado de procesar toda la informacién recibida
de los diferentes sistemas para realizar una prediccién del
comportamiento del incendio en tiempo real y proporcionar
informacién a los servicios de emergencia y autoridades
encargadas de realizar la extincién del mismo.

7z

' &

4

Ground Detection System UAV Ch " B

(GDS) & Relay System Center
£ (UCRS) (DPC)

=i

Figura 1. Esquema conceptual de la herramienta propuesta.
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Todos estos sistemas entran en juego cuando se detecta un
incendio dentro del drea que se estd controlando. En ese
momento, comienza una secuencia de fases diferenciadas y
que a continuacién se desarrollan:

Deteccion del fuego: Esta fase se corresponde con la emision
de una alarma por parte del GDS asociada a la presencia
de un incendio dentro del campo de control de los sensores
terrestres de infrarrojos. El sistema GDS realiza ademéas una
estimacién de la posicién del fuego lo que permite al UCRS
crear un plan de vuelo adaptado a la posicién del foco. Los
diferentes subsistemas que entran en juego en esta parte son:

e el GDS que detecta, localiza y envia la sefial de alarma al
SCS

e ¢l SCS transmite la alarma al DPC

e el DPC se encarga de enviar la alarma a los agentes
forestales y autoridades

Space Communications System
(5Cs)

E

' 4

r= N

Data Processing Servicios de
Center emergencia
(oPC)
e . > 1

. )

Figura 2. Subsistemas involucrados en la deteccion del fuego.

Confirmacion de la alarma y localizacion exacta: una vez
se recibe la alarma, los servicios de emergencia evalian si
se trata de una falsa alarma o si por lo contrario, se trata
realmente de un incendio forestal. Esta fase implica el
despegue de por lo menos una unidad UAV que tiene la tarea
de volar sobre la supuesta zona donde se ha detectado la
alarma para mapear de manera precisa el fuego. Los sistemas
involucrados son:

« los diferentes servicios de emergencia y autoridades



¢ el DPC encargado de programar una misién para el vuelo
del UAV

» el UCRS encargado del lanzamiento del UAV y de ordenarle
la misién

Space Communications System
(SC8)

/{;‘-—‘

' &

y

I.I.A: g.h;r;cmmum Data Processing Servicios de
System Center emergencia
€ (UCRS) (DPC)

e e

Figura 3. Subsistemas involucrados en la confirmacion del
incendio.

Monitorizacion del fuego: durante esta etapa se realiza un
control continuo de la evolucién del fuego a través de los
UAVs. Esta informacién se envia al DPC que se encarga
de procesarla y de predecir el comportamiento del fuego a
corto plazo. Esta prediccién se realiza en base a una serie
de pardmetros prefijados anteriormente. En el DPC, una vez
realizada la prediccién de comportamiento del fuego, se crea
un plan de vuelo para los UAVs de forma que la monitorizacién
del mismo sea los mas eficiente posible.

En esta fase entran en juego los siguientes sistemas:

¢ El UCRS encargado de coordinar los UAVs y ordenarles el
plan de vuelo

¢ El DPC que se encargard de la recepcién de la informacién
relacionada con el fuego, prediccién de su comportamiento
a corto plazo y generacién de los planes de vuelo.

¢ El SCS como enlace de comunicacion entre los diferentes
subsistemas.

Monitorizacién del drea quemada: fase importante para el
control de posibles reactivaciones de fuegos ya extintos.
En esta fase intervienen todos los sistemas; los sensores
infrarrojos realizan un barrido continuo del drea quemada
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para detectar posibles focos reactivados; los UAVs, se
encargan de realizar barridos de toda la superficie quemada,
proporcionando imagenes en tiempo real al DPC y a los
servicios de emergencia; el SCS funciona como enlace entre
los sistemas para agilizar las comunicaciones.

Space Communications System
(SCs)

| @

i e

/ UAV Characterization \ Data Processing
& Relay System Center
Cr (UCRS) (DPC)

Figura 4. Subsistemas involucrados en la monitorizacion en
tiempo real.

CONCLUSIONES

El aumento de la temperatura terrestre implica una serie de
cambios en el clima global entre los que se encuentra el
incremente del numero de incendios, su gravedad e impacto
[3]. La herramienta propuesta en las lineas precedentes
permitird a las autoridades competentes y servicios de
emergencia atacar los incendios de forma inteligente,
coordinando de forma eficaz sus recursos.
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INTRODUCCION

En las ultimas décadas, existe un interés creciente en impulsar
el consumo de productos marinos, basado en numerosos
experimentos que han probado la eficacia de los alimentos
de origen marino para combatir enfermedades tales como
las coronarias, hipertensién, cancer, obesidad, etc. En este
sentido, las especies marinas son portadoras de importantes
componentes para la dieta humana como proteinas con
alto valor biolégico (altos coeficientes de digestibilidad y
disponibilidad), vitaminas liposolubles (A y D, especialmente),
microelementos (I, F, Ca, Cu, Fe, Zn, Se, etc.) y 4cidos grasos
insaturados (especialmente los poliinsaturados de la serie w3).

Sin embargo, la industria de alimentos marinos se enfrenta
al problema de la disminucién de las capturas de especies
tradicionales como resultado de cambios drasticos de su
disponibilidad, asi como de limitaciones legales de su
captura. Consecuentemente, esta industria otorga cada vez
un interés mayor a fuentes nuevas y no convencionales que
puedan proporcionar nuevos productos susceptibles de ser
comercializados. Por ello, junto al desarrollo de la acuicultura,
es de destacar el empleo de especies hasta ahora infravaloradas
o infrautilizadas, asi como el empleo de productos de desecho
resultantes del procesado de especies comerciales.

Los productos de desecho de las especies marinas son
porciones de su cuerpo que se eliminan antes de llegar al
consumidor final al objeto de mejorar la calidad durante su
conservacién o procesamiento, reducir el peso durante el
transporte, o bien aumentar el valor comercial del producto
principal (Blanco et al., 2007). Los productos de desecho

pueden incluir un gran numero de subproductos como
sangre, visceras, cabezas, espinas, piel, etc., cuya eliminacion
podria significar una fuente importante para la reduccién
de la contaminacién del medio ambiente. Con este fin, en
afios recientes se han llevado a cabo numerosos trabajos al
objeto de utilizar tales productos de desecho con el fin de
obtener cantidades relevantes de proteinas, lipidos y otros
constituyentes minoritarios, como por ejemplo aquellos
que hayan demostrado propiedades antioxidantes y/o
antimicrobianas o bien otro tipo de funcionalidad.

Las capturas de cefalépodos han incrementado gradualmente
en la ultima década debido a una demanda creciente por parte
del consumidor, asi como a una expansién de las pesquerias
a nuevos bancos y aguas mas profundas. Los cefalépodos, y
en particular los calamares, poseen una coloracién adaptativa
muy peculiar que les permite cambiar de color rdpidamente
y desarrollar situaciones de camuflaje y mimetismo (Méathger
et al., 2009;: Deravi et al, 2014). Los responsables de estos
cambios de coloracién en piel y ojos son los llamados
cromatoéforos, que son células ubicadas en la dermis, y
que incluyen sacos citoeldsticos en cuyo interior se ubican
los grénulos de pigmentos de distintas coloraciones (rojos,
amarillos, marrén-negros, etc.).

Entre las distintas especies de calamares, el calamar gigante
(Dosidicus gigas) es uno de los mayores cefalépodos y ha
obtenido un interés econdmico creciente en muchos paises
como Chile, Pert, China, Méjico y Japdn, siendo exportado
y consumido en numerosos paises como los pertenecientes
a la Comunidad Europea. Durante el procesamiento y
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comercializaciéon de esta especie se obtienen grandes
cantidades de productos de desecho (hasta un 60% del peso
total) tales como cabezas, visceras, espinas, piel, aletas,
tentaculos, etc. En relacién con el aprovechamiento de la
piel, la mayor parte de los esfuerzos se han centrado en la
extraccion y obtencién de coldgeno y gelatina. Sin embargo, el
estudio de caracterizacién de pigmentos coloreados presentes
en el cuerpo de diversos tipos de animales como insectos,
crustdceos y los propios cefaldpodos, revela la existencia de
compuestos susceptibles de reflejar propiedades antioxidantes
y/o antimicrobianas (Branden y Decleir, 1976; Dontsov et al.,
1999).

PRESENTACION DEL ESTUDIO

En este contexto, el presente estudio se planted sobre la base
de la posible obtencién de componentes conservantes a partir
de la piel de calamar gigante, como producto de desecho.
Como es sabido por el consumidor, las especies marinas son
altamente perecederas, por lo que existe un interés constante
en la busqueda de soluciones consistentes en la puesta en
marcha de técnicas avanzadas que retrasen e inhiban, al
menos parcialmente, el desarrollo de la alteracién y pérdida
de calidad de los productos marinos durante su procesamiento
y/o conservacién. Dado que los compuestos que se pretendian
aislar son de tipo lipdfilo, como medio extractor se partié de
una disolucién de dcido acético en etanol absoluto al 0.5%.

El estudio se desarrolldé en tres fases sucesivas y
complementarias. Una primera se centrd en la caracterizacion
del extracto de piel de calamar (EPC) (Aubourg et al., 2016);
para ello, se llevé a cabo un estudio de su solubilidad en
distintos disolventes, un analisis de su espectro de absorcién
de ultravioleta-visible (UV-Vis) y de su radiacién infrarroja
segun la transformacion de Fourier (FT-IR), asi como se analizé
su toxicidad potencial. En una segunda fase, se estudid la
habilidad potencial del EPC para inhibir el desarrollo de la
oxidacion lipidica (Aubourg et al., 2016); para ello se aplicaron
distintos ensayos clasicos (ABTS, captacién de radicales del
tipo 4cido sulfénico-etilbenzotiazolin; ORAC, capacidad de
absorcion de radicales de oxigeno), asi como se estudié el
efecto que dicho extracto podia tener en un sistema modelo
incluyendo un aceite marino sometido a oxidacién acelerada
(calentamiento a 50 °C durante 12 dias). En la fase final, el
EPC se incluyé en el hielo de refrigeracién empleado durante
la conservacion (hasta 13 dias) de dos tipos distintos de
especies: merluza Europea (Merluccius merluccius) (Ezquerra-
Brauer et al., 2016) y caballa Atlantica (Scombers combrus)
(Ezquerra-Brauer et al., 2017); para ello, el hielo empleado en
ambos experimentos de conservacion comercial fue preparado
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a partir de una disolucién acuosa de dicho extracto que se
congeld y posteriormente se troced al objeto de preparar el
propio medio refrigerante.

Este estudio es un trabajo en colaboracién entre componentes
de tres grupos de investigacién pertenecientes a tres
instituciones distintas. Son, el Departamento de Investigacién
y Posgrado en Alimentos de la Universidad de Sonora
(Hermosillo, Sonora, Méjico), el Departamento de Quimica
Analitica, Nutricién y Bromatologia de la Universidad de
Santiago de Compostela (Lugo, Espafia) y el Departamento
de Tecnologia de Alimentos del Instituto de Investigaciones
Marinas (CSIC; Vigo, Esparia).

CARACTERIZACION DEL EXTRACTO
DE PIEL DE CALAMAR

El extracto exhibié un color amarillento, siendo su
rendimiento de 8.8 £ 3.0 mg/g seco de piel, lo cual resulta
ser aproximadamente un 1 % del peso de piel de calamar.
Asimismo, un anélisis del contenido en proteinas reflejé la
ausencia de este constituyente en el extracto.

El andlisis de solubilidad reflejé que el extracto no era
soluble en acetona, éter etilico o cloroformo, pero si en acido
sulfurico acuoso al 77%, asi como en metanol-2% HCI. Debido
a la insolubilidad en disolventes organicos, la presencia de
carotenoides fue descartada, pero debido a la solubilidad en
el medio dcido acuoso, la presencia de melaninas fue también
descartada. De acuerdo con estudios previos llevados a cabo en
otros sistemas vivos, la alta solubilidad del extracto liofilizado
en metanol acido llevé a la conclusion de que los compuestos
presentes podrian pertenecer al grupo de omocromos.

El espectro UV-Vis sugirié que el extracto contiene moléculas
con deslocalizacién de electrones de tipo IT no compartidos,
que absorben a 300-450 nm. El extracto reflejé dos méximos, a
422y 369 nm, que son similares a los compuestos amarillentos
previamente mencionados en la piel dorsal de sepia (Sepia
officinalis) (Branden et al., 1976) y en los ojos de camardén
(Mysis relicta) (Dontsov et al., 1999).

El espectro FT-IR del extracto exhibié las siguientes bandas
de absorcién mdaxima que se asociaron a los compuestos
omocromos: i) una banda ancha a 3450-3050 cm?, que indica
una funcién carboxilica, asi como vibraciones de alargamiento
de los enlaces N-H y C-H; ii) una banda a 1500-1425 cm™, que
es caracteristica de acidos carboxilicos y de las vibraciones
de flexién de los enlaces N-H y C-H; y iii) una banda a 1240-
1050 cm!, que indica vibraciones de alargamiento de los
enlaces C-O y C-N. Asimismo, la muestra reflejé dos picos de



absorcién a 1740 y 1670 cm™, correspondientes a vibraciones
de flexién de los enlaces C=0 de tipo carbometoxi y quinénico,
respectivamente, que son tipicos de compuestos omocrémicos
del tipo xantomatina.

La informacién obtenida por los experimentos de solubilidad y
espectroscopicos (UV-Vis y FT-IR) sugiere que los compuestos
extraidos de la piel de calamar empleando dcido acético-
etanol son compuestos del tipo omocromo.

Como ultima parte del estudio de caracterizacion, se analizod
su potencial mutagénico. Para ello, dos tipos de cepas test
de Salmonella (TA98 y TA100), con y sin bioactivacién (S9),
fueron expuestas a distintas concentraciones del EPC. La
mutageneicidad ejercida por los extractos de piel de calamar
fue considerada negativa sobre la base de que el numero de
colonias revertidas por placa no dobld el numero de revertidas
de forma espontdnea.

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Los ensayos ABTS y ORAC son métodos empleados
comunmente para la determinacién de la capacidad
antioxidante de compuestos naturales provenientes de
alimentos o sistemas bioldgicos en general. En el ensayo
ABTS, el antioxidante facilita la reduccién de un radical
ABTS+e generado previamente por oxidacién de ABTS por
reaccién con persulfato sédico. En el estudio presente, la
reduccion del radical ABTS+e por antioxidantes presentes
en el EPC generd un valor de 13.2 pmoles TE (equivalentes
trolox)/g extracto, empleando una concentracién de extracto
de piel de calamar de 2 mg/mL. Como resultado, se concluye
que el EPC refleja actividad como antioxidante y opera bajo
un mecanismo de transferencia de electrones que reduce los
compuestos oxidantes. De forma similar, se aplicé el método
ORAC, que indicé un valor de 15.4 pmoles TE/g extracto, a
la misma concentracién que en el caso del ensayo de ABTS
(2 mg/mL). Como resultado, se presume que el EPC tendria
capacidad para transferir dtomos de hidrdgeno, y por tanto
resultaria interesante explotar su posibilidad de actuar como
antioxidante.

Finalmente, se estudid la capacidad antioxidante del EPC en
un sistema modelo consistente en un aceite marino comercial
(aceite de higado de bacalao, AHB) tratado térmicamente.
Para ello, una disolucién cloroférmica de AHB se mezcld
con diferentes cantidades de extracto de EPC (0.0, 0.2, 0.5
y 1.0 % respecto al aceite; muestras T-0, T-1, T-2 y T-3,
respectivamente). La mezcla se sometié a un calentamiento de
50 °C durante 12 dias, llevandose a cabo tomas de muestra en
los tiempos 0, 2, 6, 8 y 12 dias. Los andlisis llevados a cabo se
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Figura 1

300.0 q

250.0 4 oT-0

2000 aT1
mT.2

150.0
oT-3

100.0 4

50.0 4 D

0.0 4 T T T
2 & 8 12
Tiempo de reaccién (dias)

Figura 1: Determinacion (tres replicados, n=3) del indice de
peroxidos (meq. oxigeno activo/kg lipidos) en aceite marino
sometido a oxidacion acelerada en presencia de distintas
concentraciones (T-0, T-1, T-2 y T-3) de extracto de piel de calamar.

enfocaron a la medida del desarrollo de la oxidacién del aceite
marino, de acuerdo con los siguientes indices: contenido en
dienos y trienos conjugados, perdxidos (indice de perdxidos,
IP) e indice del 4cido tiobarbiturico (TBA-i). Asimismo, se
llevd a cabo el andlisis de la composicién de &cidos grasos con
especial incidencia en el contenido en dcidos polinsaturados.
Asi, se estudi¢ el lamado indice de polienos (IPol), consistente
en la siguiente relaciéon de contenidos de &cidos grasos:
(C22:6w3+C20:5w3)/C16:0.

Figura 2
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Figura 2: Determinacion (tres replicados, n=3) del indice del acido
tiobarbiturico en aceite marino sometido a oxidacion acelerada
en presencia de distintas concentraciones (T-0, T-1, T-2 y T-3) de
extracto de piel de calamar.
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Como resultado, se observé un descenso en el contenido
en todos los indices de medida de la oxidacién lipidica al
aumentar la presencia del EPC en el medio de reaccién. En
las Figuras 1 y 2 se reflejan los resultados obtenidos para los
indices de perdxidos y TBA, respectivamente. En ellas se
constata cémo la presencia del EPC lleva a una inhibicién
fuerte de productos de oxidacién tanto primaria (Figura 1)
como secundaria (Figura 2); este efecto fue especialmente
fuerte para las dos concentraciones mayores del extracto.
Como resultado de esta inhibicién del desarrollo de la
oxidacion lipidica, se pudo constatar una retencién mayor
del IPol. Asi, a tiempo final de reaccién (dia 12), los valores
obtenidos para el IPol fueron de 1.34, 1.47, 1.64 y 1.62, para
las muestras T-0, T-1, T-2 y T-3, respectivamente. En base a
las medidas de oxidacidn, se concluyd que la presencia en el
sistema modelo de un valor de EPC igual o superior a 0.5%
llevaba a una inhibicién significativa de la oxidacién del aceite
marino en las condiciones de reaccién.

APLICACION DEL EXTRACTO DE PIEL DE
CALAMAR EN PROCESOS COMERCIALES

Como ultima fase del estudio, se analizé la posibilidad de
aprovechar la capacidad conservante del EPC de cara al
procesamiento de pescado en condiciones comerciales. Para
ello, se partié de hielo preparado a partir de una disolucion
acuosa de extracto de piel de calamar, procediéndose
a su comparacion con el empleo como control de hielo

preparado unicamente a partir de agua (hielo tradicional).
Se estudiaron los cambios sensoriales, microbiolégicos y
quimicos producidos en el pescado durante su conservaciéon
en refrigeracién hasta 13 dias. Las especies escogidas para
esta parte del estudio fueron caballa Atlédntica (Scomber
scombrus) y merluza Europea (Merluccius merluccius). Ambas
especies son de conocida importancia en la costa gallega,
y representan dos prototipos de especies, siendo la primera
una especie peldgica grasa, mientras que la segunda es una
especie demersal magra. Como paso previo a cada uno de
los experimentos con pescado, se llevd a cabo un estudio
enfocado a optimizar la cantidad de EPC a utilizar, de manera
que los atributos propios del pescado (olor, color, etc.) no
se viesen modificados por la presencia del EPC en el hielo
de conservacién. Como resultado de esta optimizacion, se
escogieron concentraciones de EPC lo suficientemente altas
como para tener efecto conservante, pero garantizando la no
interaccién con los atributos tipicos del pescado.

En lo que se refiere al experimento de conservacién de
caballa, se ensayaron tres concentraciones distintas de EPC
(T-1, T-2 y T-3, orden creciente de contenido), cuyo efecto
fue comparado con un control (T-0) correspondiente a hielo
tradicional. Como resultado, se observd una inhibicidon de la
actividad microbiana en el lote de pescado correspondiente
a la mayor concentracién de extracto (T-3) de acuerdo con
la determinacién de pardmetros microbioldgicos (presencia
de microorganismos aerobios, psicrétrofos, Enterobacterias,
proteoliticos y lipoliticos) y quimicos (pH y trimetilamina,

Figura 3
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Figura 3: Determinacion (tres replicados, n=3) del pH en
misculo de caballa conservada en hielo incluyendo distintas
concentraciones de extracto de piel de calamar.
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Figura 4: Determinacion (tres replicados, n=3) del contenido en
trimetilamina (mg N-TMA/kg musculo) en misculo de caballa
conservada en hielo incluyendo distintas concentraciones de
extracto de piel de calamar.



TMA). Asimismo, el pescado correspondiente a cualquiera
de los lotes incluyendo EPC reflejé valores inferiores de
microorganismos proteoliticos y pH que el control. Los
resultados obtenidos en pH y TMA se encuentran reflejados
en las Figuras 3 y 4, respectivamente. En estas figuras puede
comprobarse cémo el pescado conservado en las condiciones
de hielo incluyendo la mayor concentracién del EPC refleja
valores inferiores para ambos pardmetros quimicos. De
acuerdo con los pardmetros microbioldgicos y quimicos, el
anadlisis sensorial reveld una extensién importante del tiempo
de vida util en caballa refrigerada en presencia de la mayor
cantidad de EPC ensayada; asi, los individuos pertenecientes
a dicho lote fueron declarados aceptables después de 13 dias
de conservacién, mientras que las muestras de los demads
lotes no resultaron aceptables en ese tiempo de conservacion.

En lo que se refiere a la conservacién de merluza, Unicamente
se ensayaron dos concentraciones de EPC (T-1 y T-2), que
fueron comparadas con las condiciones de hielo tradicional
(T-0). Como resultado, se observé una inhibicién importante
de la actividad microbiana medida a través de la presencia
de microrganismos aerobios, psicrétrofos, Enterobacterias y
proteoliticos, asi como de la medida de pardmetros quimicos
relacionados con la actividad microbiana (pH y TMA) en
merluza correspondiente a la mayor concentracién de EPC.
Asimismo, las muestras de pescado correspondientes a
dicha condicién (T-2) reflejaron una inhibicién de la hidrdlisis
lipidica (formacién de acidos grasos libres; Figura 5), al ser
comparados con las piezas de pescado correspondientes a la
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condicién control (T-0). En relacién a la oxidacién lipidica, el
desarrollo de ésta fue relativamente bajo como corresponde
a la conservacién en refrigeracién de una especie magra.
Sin embargo, la determinacién del IP reflejé una inhibicién
de la formacién de productos de oxidacién primaria en los
individuos correspondientes al tratamiento incluyendo la
mayor concentracién del EPC (T-2; Figura 6). Finalmente,
el andlisis sensorial (piel, mucosidad, ojos, branquias,
textura, olor externo, olor del musculo crudo y cocido, sabor)
indicé un incremento del tiempo de vida util de merluza
refrigerada conservada en hielo incluyendo la mayor de las
concentraciones ensayadas; asi, las piezas conservadas en esta
condicién fueron consideradas aceptables para el consumo al
final del experimento (dia 13), mientras que los demaés tipos
de muestras no lo fueron.

CONCLUSIONES

Como resultado de este conjunto de experimentos, se ha
comprobado que el EPC en &cido acético-etanol puede
ser considerado como una fuente valida de componentes
antioxidantes y antimicrobianos. De acuerdo con investigacion
previa llevada a cabo en otros tipos de sistemas vivos, los
estudios de caracterizacion llevados a cabo en la primera
fase justifican este efecto conservante como resultado de
la presencia de compuestos lipdfilos del tipo omocromos.
Consiguientemente, la piel de calamar puede ser empleada
de forma exitosa al objeto de obtener nuevos compuestos

Figura 5
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Figura 5: Determinacion (tres replicados, n=3) del contenido en
acidos grasos libres (mg/kg misculo) en musculo de merluza
conservada en hielo incluyendo distintas concentraciones de
extracto de piel de calamar.

Figura 6: Determinacion (tres replicados, n=3) del indice de
peroxidos (megq. oxigeno activo/kg lipidos) en musculo de merluza
conservada en hielo incluyendo distintas concentraciones de
extracto de piel de calamar.
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relacionados con las industrias de procesamiento y
farmacéuticas, redundando en la sostenibilidad del medio
ambiente y llevando a un mejor empleo los productos de
desecho de la comercializacién de calamar gigante.
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G. Briones Galan, G. Domarco, L. Romani

Departamento de Fisica Aplicada, Universidad de Vigo, As Lagoas s/n, 32004 Ourense, Espafa

RESUMEN

En los sistemas acumuladores de energia, ésta es tanto
mayor cuanto mayor es la corriente que circula por la
bobina (o anillo), ¥ LI2 Para almacenamientos importantes
necesitamos que las 1 sean elevadas. No sabemos qué
pasa con las corrientes magnetizantes de los campos
magnéticos durante una atraccién y durante una repulsion.
Si utilizamos una bobina, por la que pasa una corriente de
I, (amperios) enfrentada a otra bobina de I}, (amperios) no
sabemos cémo afectan la atraccién o repulsién magnéticas
a esta corriente que circula por ellas. Esto sélo es posible si
utilizamos corrientes libres en anillos o bobinas. Es decir los
anillos deben albergar corrientes permanentes, o sea anillos
superconductores. Para esto investigamos en qué condiciones,
si de atraccién o repulsion, podemos almacenar el méximo
de energia.

FUNDAMENTOS

En un anillo superconductor en cuyo orificio existe un flujo
magnético @, si se retira este flujo del orificio se genera
una corriente eléctrica tal que se opone a la disminucién del
flujo y es capaz de regenerar en el orificio el flujo que existia
inicialmente antes de ser retirado ®.

Las corrientes en estos materiales tienen lugar sin ninguna
resistencia 6hmica.

Un circuito de corriente al ser atacado por un flujo magnético
estd sometido a la ley de Faraday-Lenz, y esto es lo que
vamos a utilizar. Nos servimos de dos anillos superconductores
(a) y (b) en los que hemos introducido sendas corrientes
permanentes iniciales I, e I;.

Sea @,(t) el flujo en el anillo (a), la ley de Faraday-Lenz dice
que:

AB/At=-V = -RI
Y puesto que R=0
AG/At=0

Es decir @5(t)=Cte, no varia el flujo magnético @. Siendo @
el flujo inicial que atraviesa el circuito de corriente.

El flujo magnético en el anillo (a) es siempre el flujo inicial, es
decir @,= L, i,, donde L, es la autoinductancia del anillo (a)
e i, la corriente inicial en el anillo (a).

Cada uno de estos anillos al ser atacado por un flujo magnético
(va sea aumentédndolo o disminuyéndolo) genera en su interior
una diferencia de potencial que da origen a una corriente
suplementaria en el recorrido de su circuito que se opone al
flujo atacante. i, e i son las corrientes iniciales en (a) y (b),
I, e I, son las corrientes finales en (a) y (b).

Cuando enfrentamos los dos anillos durante una atraccion se
suman los flujos (son del mismo signo). El flujo magnético que
atraviesa (a) es @, = L, I, v el flujo magnético que atraviesa
(b) es @ = Ly, I, pero el flujo de (b) que atraviesa (a) es My,
donde M es la inductancia mutua entre (a) y (b). Y ya que el
flujo en un anillo superconductor no puede variar:

Laip =Ly Iy + MIy
a ‘a a ‘a

Ly ip = Ly I + M1,
Aqui vemos que durante una atraccién magnética, la corriente
final en (a) (Ia< i) es menor que su corriente inicial, lo
mismo sucede en el anillo (b).
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Mientras que en una repulsioén los flujos son de signo distinto,
y aqui se restan:

Laia=LaIa'MIb
Ly iy = Ly Iy, - MI,

Aqui vemos que durante una repulsiéon magnética, la corriente
final en (a) ( Ly;>i,) es mayor que su corriente inicial, lo mismo
sucede en el anillo (b).

De las ecuaciones (2) y (3) deducimos el valor de las corrientes
finales en funcién de los pardmetros iniciales.

VARIACIONES DE CORRIENTE DURANTE
LA ATRACCION (O REPULSION)

Atraccién: De las ecuaciones (2) despejando I, e Iy, tenemos
Ia = Lp(Laia - Mip)/ (La Lp - M?)
I = La(Lp ip - Mia)/ (La Lp - M?)

Atraccién
9006402
8,00E402 S
< 700E+02
= 6,00E402 | —ia 872A
5,00E+02 h"“""ﬁ-.... —ib 634A
"'"h\__‘\-
4,00E402

0 S 10 15 20 25 30
M x10E+10 Henry

Figura 1. A medida que se acercan las muestras M disminuye.

Repulsién: De las ecuaciones (3) despejando I e I tenemos
I, = Lp(La iz + Mip)/ (Ly Lp - M2)
Ib =La(Lp ip + Mia)/ (La Lp - M?)

Si no hubiese induccién, M=0, las corrientes se mantendrian
constantes tanto en atraccién como en repulsion, y las fuerzas
serfan simétricas, es decir, coincidirian en valor absoluto.
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Repulsién
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Figura 2. A medida que se acercan las muestras M aumenta.

PROCESO EXPERIMENTAL

En el proceso experimental medimos las fuerzas ejercidas
entre los anillos (en repulsién y atraccién) en funcién de la
distancia entre éstos, F(x). Estas fuerzas son proporcionales
a I, I y disminuyen con una cierta potencia de la distancia.

El procedimiento consiste en medir dicha fuerza con una
balanza.

Las muestras estdn introducidas dentro de un criostato con
Nlig y la balanza detecta, no sélo la fuerza de repulsion,
sino también el peso del criostato mads la cantidad de
Nlig contenido en él. A esto hay que afiadir el empuje de
Arquimedes de la muestra sumergida en el liquido mas el
empuje del vastago a medida que se introduce mads y mas.
Tenemos, pues, que aislar todos estos efectos para medir
unicamente la fuerza de repulsion.

El procedimiento de aislamiento se realiza de la siguiente
forma:

Uno de los anillos (el que se encuentra libre del criostato)
se aparta y es remplazado por otro anillo de las mismas
dimensiones, sin corriente y no conductor para que no se
ejerza induccion alguna. Permanece solo el que esta anclado
al criostato. En estas condiciones desaparecen las fuerzas de
repulsién (Fy), y lo Unico que medimos con la balanza son
las fuerzas debidas al peso del criostato (Fp), al peso del Nliq
(FNligi) v las fuerzas derivadas de la accién de Arquimedes
(FArqi):

F1i=Fp+Fniigit Farqi



Se procede a la medida, mediante un crondmetro a intervalos
iguales punto por punto. Estos datos son almacenados en F;.

De otra parte, se efectian las mismas medidas, en las mismas
condiciones (llenado de Nliq a la misma altura, a partir de la
misma distancia, y durante los mismos intervalos de tiempo),
pero, ahora, con el anillo auténtico, con su respectiva corriente
eléctrica y estos datos se almacenan en otro archivo (Fy):

F2i= Fri + Fp + FNiigi + Farqi

Para conocer la fuerza que actia entre los anillos, de las
fuerzas registradas del dltimo archivo almacenado (F) se
sustraen las fuerzas registradas en el primero (en que no
habia fuerzas de repulsién). Y asi quedan las unicas fuerzas
de repulsién, limpias de todas las otras fuerzas colaterales del
equipo experimental. Fpj = Fpi — Fyj

Las distancias x se calculan, 1° midiendo la distancia méaxima
de separacién.Cada dato que se ha medido estd separado del
anterior por una distancia de 0,5 mm, que se va restando de
la distancia méxima.

Figura 3. Aparato de medida
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COMPROBACION EXPERIMENTAL CON
ANILLOS SUPERCONDUCTORES

Las fuerzas son proporcionales a I I, y disminuyen a medida
que aumenta la distancia. Utilizamos para la experiencia 3
parejas de anillos superconductores: P1 P2, P1 P3 y P2a Pb.

Las corrientes permanentes que circulan por cada anillo son:

En P1 circula una corriente permanente de 5551 Amperios,
en P2 la corriente es de 238 Amperios. En esta pareja, por P1
pasa una corriente 23 veces mayor que en P2. En P3 circula
una corriente permanente de 1586 Amperios. En P2a circula
una corriente permanente de 872 Amperios. En P5 circula una
corriente de 634 Amperios.

Con estas parejas de muestras comprobamos la disminucién
de la corriente en cada una de ellas durante la atraccién
electromagnética y el aumento de corriente durante la
repulsion.

Para esto medimos la fuerza ejercida entre ellas en funcion
de su distancia F(x). En todas estas parejas, si las corrientes
e permaneciesen constantes (M = 0), los valores absolutos
de las fuerzas durante la atraccién y durante la repulsion
serfan iguales y estarian sobre la misma curva. Pero como las I
(corrientes) en atraccidn disminuyen y en repulsion aumentan,
ambas curvas divergen a medida que la distancia disminuye.

En los superconductores a los portadores de carga no les
afecta la agitacion térmica, se mueven por la red cristalina
sin interaccionar con los iones anclados en la red y sin
ninguna resistencia a su movimiento, en cierto modo son
independientes y se mueven de un nucleo a otro sin anclarse
a ninguno, éstos sirven de soporte para que los portadores
de carga se mantengan en la red. Mientras que todas las
otras particulas atadas al nucleo participan de la agitaciéon
térmica e incluso los mismos nucleos. Ver en las Figuras 4,
5y 6 los resultados experimentales de F(x) para la atraccién
y la repulsion

En la figura 4 se anulan las fuerzas cuando una de las
intensidades ( I o I, ) se anula. Este valor tiene lugar (Ec,(4))
a la distancia de 16.56 mm en que My = Ly,/23, donde Iy, =0.
Si M> My, I, = (-). Se hace negativo y las fuerzas cambian
de sentido.

La diferencia entre las fuerzas de repulsion (Fg) v las fuerzas
de atraccién (Fyp), Ec. (4) y (5),

Fr - Fa = 2KM(L, ia2 + M Ly ib2 ) es siempre positiva y
aumenta al aumentar M (o disminuir x). Si M = 0, la diferencia
es 0.
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TABLA 1

SAMPLE P1 P2 P3 P4 P5

i(A) 5551 238 1586 872 634

el 7 Muestras P2P1

F(g)

20 U
10

. [T 1T

/
|

Figura 4. Fuerzas de atraccion y repulsion vs. distancia entre P1
(ia=5551A) y P2 (ib=238A). Las fuerzas estan en gramos.

Muestras P3 y P1
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Figura 5. Fuerzas de atraccion y repulson vs. distancia entre P1
(ia= 5551A) y P3 (ib=1586A).
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MUESTRAS P2 P5

x(mm)

Figura 6. Fuerzas de atraccion y repulsion vs. distancia entre P4
(ia=872A) y P5 (ib=634A).

En la Figura 4 existe una gran diferencia de corriente entre
iy e ip de ésta manera la disminucién de corriente sobre Iy,
durante la atraccién, es muy fuerte y la corriente de I, no sélo
llega a anularse sino que también cambia de sentido. Veamos
cémo se expresa el trabajo de las fuerzas magnéticas (Fdx)
en una atraccién(o repulsién).Si no hay gradiente de campo
(0H/0x = 0), en un campo uniforme, F = 0. La fuerza F para
un material con un momento magnético M(A/m) por unidad
de volumen sdlo existe si hay un gradiente de campo en el
entorno de M (0H/0x # 0). Es decir:

F=M0H / 0x (Nw/m®)

Fdx=VMdH (m®x A/m x Tesla) = n
= Amp x m? x Tesla =

= [d® (Joules).

Tesla x m?, también se puede expresar en las unidades de
Volts x segundo, lo que también nos da:

Fdx (Amp x Volts x segundos) (Joules), es decir:
Fdx=VMdH = 1d®

La corriente que circula por los anillos puede ser frenada (o
aumentada) por medio de una f.e.m. (diferencia de potencial)
de induccién que actua sobre los portadores de carga, esto
tiene lugar por medio de la inductancia mutua M, que es lo
que vehicula la induccién entre los anillos. El trabajo mecanico
F dx de atraccién (o repulsion) representa la energia perdida
(o ganada) por los portadores de carga presentes en estos
anillos, donde la disminucién (o aumento) de energia viene
determinado por Id®.



2LgLpM(Lq i§ +MLy if)
Fr—Fy=

(Lalp —Mz)z F(x)

F(x) se puede asimilar a un polinomio de grado 4.

Esta diferencia es siempre positiva y aumenta al aumentar M
(disminucién de la distancia).

CONCLUSION

Las Corrientes que circulan en los anillos pueden ser frenadas
(0 aceleradas) por medio de una f.e.m.que actua sobre los
portadores de carga. Esto tiene lugar porque la induccion
mutua M actiia como un vehiculo para la induccién entre las
muestras. El trabajo mecénico de atraccién (o repulsién) Fdx
representa la pérdida (o ganancia) de energia de los portadores
de carga que estdn presentes en ambos anillos, en que la
disminucién (o aumento) de energia estan determinados por
Ide.

La energia almacenada por el par de anillos en cuestién esta
representada por el drea bajo la curva y el eje de las x (dex).
Vemos que las curvas de repulsién pueden almacenar mucha
mas energia que lo harian las curvas de atraccion.
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ESPANA FORMARA PARTE DEL COMITE EJECUTIVO

DE LA COMISION OCEANOGRAFICA INTERGUBERNAMENTAL DE LA UNESCO

La representacion la ejercera el jefe del Area de Medio Marino del Instituto Espafiol de

Oceanografia (IEO), Rafael Gonzalez-Quirds

Durante la Asamblea General de la Comisién Oceanografica
Intergubernamental (COI) de la UNESCO celebrada en
Paris, Espafia fue elegida para formar parte de su Comité
Ejecutivo, integrado por 39 de los 148 paises que componen
esta institucién encargada de promover la cooperacion y
coordinacién internacional de programas de investigacion y
observacién de los océanos.

Espafia ha entrado a formar parte del Comité Ejecutivo de la
Comisién Oceanogréfica Intergubernamental de la UNESCO
(COI-UNESCO) tras celebrarse recientemente las ultimas
elecciones durante la Asamblea General en la sede de la
UNESCO en Paris.

La representacion espafiola en dicho comité la ejercerd Rafael
Gonzélez-Quirds, Jefe del Area de Medio Marino del IEO.

El objetivo de la COI-UNESCO es promover la cooperacién y
coordinacion internacional de programas de investigacion y
observacion de los océanos y el desarrollo de capacidades, que
incrementen el conocimiento sobre la naturaleza y los recursos
del océano y de las zonas costeras para promover la gestion, el

desarrollo sostenible, la proteccién del medio ambiente marino
y facilitar la toma de decisiones de los estados miembros.
Ademads, la COI es reconocida por la Convencién de la
Ley del Mar de la Organizacién de Naciones Unidas como
la organizacién internacional competente en el campo de
investigacion cientifica y transferencia tecnolégica marinas.

Entre los programas de la COI destacan el Sistema de
Observacién Ocednica Global (GOOS, en sus siglas en inglés),
el de Alerta Temprana de Tsunamis, el de Intercambio de
Informacién y Datos Oceanogréaficos Internacional, la Comisién
Conjunta entre la COI y la Organizacién Meteorolégica
Mundial, el del estudio de la batimetria de los océanos en
colaboracién con la Organizacién Hidrografica Internacional
y el de Algas Toéxicas. En todos estos programas existe
un objetivo transversal de desarrollo de capacidades y
de transferencia de conocimiento desde los paises mas
desarrollados a los que tienen menos recursos.

La COI-UNESCO se constituyé en 1960 como un organismo
auténomo dentro de la UNESCO, siendo la Unica organizacion
competente en ciencia marina dentro de la ONU.

Espana fue elegida para formar parte de su Comité Ejecutivo, integrado

por 39 de los 148 paises que componen esta institucion encargada de

promover la cooperaciéon y coordinacion internacional de programas de
investigacion y observacion de los oceanos.
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