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Abstract

Toxicity tests were performed in two amphipod species, Gammarus aequicauda and Microdeutopus gryllotalpa, and three sea
urchin species, Arbacia lixula, Paracentrotus lividus and Sphaerechinus granularis. The sensitivity of these marine organisms
was evaluated by acute toxicity tests with amphipod juveniles and short chronic embryo-larval tests in sea urchins using the
reference toxicants, ammonium chloride (NH,Cl), cadmium chloride (CdCl,), potassium dichromate (K,Cr,0;), sodium dodecyl-
sulfate (C,,H,sNaO,S) and zinc sulfate (ZnSO,). The acute toxicity tests in amphipods clearly demonstrated the toxicity gradient
of these substances. A two-way ANOVA analysis showed that M. gryllotalpa was more sensitive than G. aequicauda to all the
reference toxicants studied (P < 0.0001). The tests conducted with sea urchins also pointed to a toxicant gradient and these
organisms were seen to be more sensitive than amphipods. The two-way ANOVA analysis showed no significant differences in
the IC25 and IC50 values for each reference toxicant in the three sea urchin species. The interaction of sea urchin species and a
reference toxicant had no significant effect (two-way ANOVA, P = 0.9), the sensitivity of these Mediterranean species and
groups being similar to that of other amphipod and sea urchin species found in the bibliography. The objective of our study is to
provide ecotoxicological tools to evaluate the potential toxicity of Mediterranean benthic ecosystems, and in this work, we
characterize the toxicity of reference toxicants towards autochthonous species of amphipods and sea urchins.

Key words: Amphipods, sea urchins, toxicity, reference toxicants.
Resumen

Se evaluo la sensibilidad de dos especies de anfipodos, Gammarus aequicauda y Microdeutopus gryllotalpa, y tres especies
de erizos de mar, Arbacia lixula, Paracentrotus lividus y Sphaerechinus granularis, por medio de tests de toxicidad aguda en
anfipodos juveniles y tests cronicos de corta duracién en erizos (embriolarval). Se emplearon como sustancias toxicas de
referencia: cloruro amonico (NH,CI), cloruro de cadmio (CdCl,), dicromato potasico (K,Cr,0O), dodecilo sulfato de sodio
(C,H,sNaO,S) y sulfato de zinc (ZnSO,). El andlisis ANOVA de dos vias mostrdé que M. gryllotalpa es mas sensible que G.
aequicauda a todas las sustancias toxicas de referencia estudiadas (P < 0.0001). Tanto en el caso de los anfipodos como en el de
los erizos de mar se estudié un gradiente de concentraciones para las sustancias toxicas de referencia, presentando los erizos de
mar, en todos los casos, una mayor sensibilidad que los anfipodos. La interaccion entre las especies de erizos y las sustancias
toxicas de referencia no presentaron ningun efecto significativo (ANOVA de dos vias, P = 0.9). La sensibilidad de estos grupos
de organismos mediterraneos es similar a la de otras especies de anfipodos y erizos encontradas en la bibliografia. El objetivo de
nuestro estudio es proporcionar herramientas ecotoxicoldgicas para la evaluacion de la toxicidad potencial en los ecosistemas
bentonicos mediterraneos, caracterizando la toxicidad de cinco sustancias toxicas de referencia con relacion a cinco especies
autoctonas de anfipodos y erizos de mar.

Palabras clave: Anfipodos, erizos de mar, toxicidad, sustancias toxicas de referencia.
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Introduction

In the aquatic environment, most anthropogenic chemicals
and waste materials, including toxic organic and inorganic
chemicals, eventually contribute to environmental degradation.
The sensitivity of an organism is related to the exposure route
(interstitial water, sediment particles or overlying water) and
its biochemical response to pollutants. Toxicity tests have
become effective tools, providing direct, quantifiable evidence
of the biological consequences of contamination, and can be
used to measure the interactive toxic effects of complex con-
taminant mixtures in water and at the sediment-water interface.
An important consideration for developing test methods using
specific species is to know the relative sensitivity of the
organisms to both individual chemical and complex mixtures
(U.S. EPA, 1994).

The experiments were performed with two juvenile amphi-
pod species, Gammarus aequicauda (Martinov, 1931) and
Microdeutopus gryllotalpa (A. Costa, 1853), and embryos of
three sea urchin species, Arbacia lixula (Linnaeus, 1758),
Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) and Sphaerechinus
granularis (Lamarck, 1816), through embryo-larval toxicity
tests. The life history characteristics of these marine organisms
have been described in detail by several authors (Ruffo, 1982;
Riedl, 1986; Martin et al., 1999). Exposure tests used the refer-
ence toxicants, ammonium chloride (NH,CI), cadmium chlo-
ride (CdCl,), potassium dichromate (K,Cr,0,), sodium
dodecyl-sulfate (C,,H,sNaO,S) and zinc sulfate (ZnSO,).
Infaunal amphipods are excellent for short-term toxicity tests
and are strongly recommended as appropriate test species for
acute toxicity tests in marine waters and sediments (U.S. EPA,
1994; ASTM, 1997). Echinoderm embryo-larval development
tests have been widely used to characterize a variety of toxi-
cants, including liquid and solid phase protocols (Bryn et al.,
1998; Hunt et al., 2001a, b). Many contaminants may affect the
survival of larvae and adult sea urchins (Nacci et al., 1986).
Generally, amphipods and echinoderms constitute an ideal tool
for marine ecotoxicological tests (Gannon and Beeton, 1971;
Swartz et al., 1982; Nipper et al., 1993; Carr, Long et al., 1996;
DelValls et al., 1998; Cesar et al., 2000; Hunt et al., 2001a, b).
For marine pollution studies, experiments involving sea urchin
eggs and embryos are straightforward, rapid and extremely
sensitive, providing results of great uniformity and accuracy.
Sea urchins are the ideal candidates for this kind of study
because they have been used extensively for several decades to
study embryonic development (Lee, 1984). In general, such
experiments have been accepted internationally as appropriate
for toxicity tests (U.S. EPA, 1995; Environment Canada, 1992;
CETESB, 1999). The suitability of test organisms collected in
the field or cultured must be verified by conducting a reference
toxicity test. The United States Environmental Protection
Agency and the American Society for Testing and Materials
have developed testing methods for species of equinoids and
amphipods indigenous to their Atlantic and Pacific coasts (U.S.
EPA, 1988 and ASTM, 1990). In contrast, there are no standard
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Introduccion

En el ambiente acuatico la mayor parte de las sustancias
quimicas antropogénicas y materiales de desecho, incluyendo
sustancias toxicas organicas e inorganicas, eventualmente con-
tribuyen a la degradacion medioambiental. La sensibilidad de
un organismo esta relacionada con la ruta de exposicion (agua
intersticial, particulas del sedimento o agua sobrenadante) y
con su respuesta bioquimica frente a los contaminantes. Los
tests de toxicidad se han convertido en una importante herra-
mienta de control ambiental, proporcionando una evidencia
directa y cuantificable de las consecuencias de la contamina-
cién, y pudiendo ser usados para medir la toxicidad de mezclas
complejas de contaminantes tanto en el agua como en la inter-
fase sedimento-agua. Una consideracion importante para desa-
rrollar estos métodos de experimentacion usando especies
especificas es saber la sensibilidad relativa de los organismos
tanto para sustancias quimicas individuales como para mezclas
complejas (U.S. EPA, 1994).

Se realizaron ensayos con juveniles de dos especies de
anfipodos, Gammarus aequicauda (Martinov, 1931) vy
Microdeutopus gryllotalpa (A. Costa, 1853), y embriones de
tres especies de erizos de mar, Arbacia lixula (Linnaeus, 1758),
Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) y Sphaerechinus
granularis (Lamarck, 1816). Las caracteristicas distintivas y
ecologicas de estos organismos estan descritas detalladamente
en la bibliografia por diversos autores (Ruffo, 1982; Riedl,
1986; Martin et al., 1999). La sensibilidad de estos organismos
marinos fue evaluada mediante tests de toxicidad aguda con
juveniles de anfipodos y tests embriolarvales cronicos de corta
duracion con los erizos, usando las siguientes sustancias toxi-
cas de referencia: cloruro amonico (NH,CI), cloruro de cadmio
(CdCl,), dicromato potasico (K,Cr,0,), dodecilo sulfato de
sodio (C,,H,sNaO,S) y sulfato de zinc (ZnSO4). Los anfipo-
dos, representantes de la infauna, son excelentes para su utili-
zacion en tests de toxicidad agudos o cronicos y son
normalmente recomendados como organismos tests en la eva-
luacion de la toxicidad en aguas y sedimentos marinos (U.S.
EPA, 1994; ASTM, 1997). Los experimentos de fecundacion y
de desarrollo embriolarval con equinodermos han sido amplia-
mente utilizados en la caracterizacion de una gran variedad de
sustancias toxicas y actualmente estan incluidos en los proto-
colos para la determinacion de contaminantes en la interfase
sedimento-agua (Bryn, 1998; Hunt et al., 2001a,b). Un gran
nimero de contaminantes pueden afectar a los erizos de mar,
especialmente en el desarrollo larvario, y a los adultos (Nacci
et al., 1986). Habitualmente, los tests de toxicidad con anfipo-
dos y equinodermos constituyen una herramienta ideal para los
estudios ecotoxicologicos (Gannon y Beeton, 1971; Swartz et
al., 1982; Nipper et al., 1993; Carr, Long et al., 1996; Del-
Valls et al., 1998; Cesar et al., 2000; Hunt ef al., 2001a, b). En
estudios de contaminacion marina, los experimentos relaciona-
dos con los efectos de los contaminantes en la fecundacion y
embriogenia de los erizos de mar son elegidos por su facilidad
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protocols for conducting toxicity tests with the native
amphipod and sea urchin species of the Mediterranean coasts.

The objective of our study was to provide ecotoxicological
tools for evaluating the potential toxicity of Mediterranean
ecosystems. In this work we characterize the toxicity of five
reference toxicants towards two amphipod and three sea urchin
autochthonous species.

Materials and methods
Collection, holding and acclimation of test organisms

Amphipods were collected from saline coastal lagoons in
the Santa Pola and San Pedro natural reserves, SE Spain, using
a 0.5-mm sieve and storing them in polyethylene buckets con-
taining algal species, water and sediment from the collection
site. Large predators were discarded. The amphipods were
immediately transported in constant-temperature containers to
the laboratory, where they were maintained in glass aquaria
with filtered natural seawater (0.45-pum/GFC Whatman®),
under constant aeration. Their food supply consisted on
Purina® Rabbit Chow and Tetra-Min® fish food (mixed 1:1).
The amphipods were gradually acclimated to the test
conditions for 72 h and then randomly selected for testing.

The sea urchins were obtained by scuba divers off the
Fraile, Aguilas and Farallon islands, Cabo de Palos (Murcia,
Spain), and were immediately transported to the laboratory in
constant-temperature containers covered with macroalgae. In
the laboratory, the sea urchins were kept in glass aquaria with
filtered natural seawater, which was constantly renewed
(approximately 50 L min™'). They received a daily algal food
supply collected at the same sampling sites during the acclima-
tion period. At the end of the experiments the sea urchins were
returned back to the sea.

Amphipod toxicity tests

The water-only reference toxicant tests of the amphipods
Gammarus aequicauda and Microdeutopus gryllotalpa were
carried out using three reference toxicants, ammonium chloride
(NH,CI), potassium dichromate (K,Cr,0;) and sodium dode-
cyl-sulfate (C,,H,sNaS0O,), in accordance with the protocols of
ASTM (1997) and U.S. EPA (1994) slightly adapted. The
results of a preliminary test were used to set the definitive con-
centrations of each substance. The control water and dilution
water used in the experiments consisted of natural seawater
(38 psu) collected in unpolluted areas (from where the sea
urchins were also collected) and filtered through a GFC
Whatman® (0.45-um) filter. Six different concentrations and
one seawater control were used for each test. Four replicates
were prepared per concentration of reference toxicant, using
1-L polyethylene vessels containing 400 mL of solution, and
ten organisms (2 to 5 mm in length) were selected for each
replicate test chamber. Amphipods were excluded if they were
gravid females or in noticeably poor health. Tests were
maintained at constant conditions of 20°C and 1000 lux 16:8-h
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de aplicacion, rapidez y principalmente por la sensibilidad que
estos organismos presentan, generando resultados de gran
uniformidad y precision. Los erizos de mar han sido empleados
ampliamente durante varias décadas en estudios de desarrollo
embrionario (Lee, 1984), lo que actualmente fundamenta su
utilizacion en tests de toxicidad. En general, estos dos grupos
de organismos son aceptados internacionalmente para su utili-
zacion en tests de toxicidad (U.S. EPA, 1995; Environment
Canada, 1992; CETESB, 1999). La idoneidad de los organis-
mos tests obtenidos en campo o mediante cultivo debe de ser
evaluada a través de tests de toxicidad con sustancias de refe-
rencia. La Agencia de Proteccion Medioambiental de los
Estados Unidos y la Sociedad Americana para la Experimenta-
cién y Materiales han desarrollado métodos de test para espe-
cies de equinodermos y anfipodos tipicos de la costa atlantica y
pacifica americana (U.S. EPA, 1988 y ASTM, 1990). En cam-
bio, no existen protocolos estandarizados para llevar a cabo
experimentos de toxicidad con especies nativas de anfipodos y
erizos del Mar Mediterraneo.

El objetivo de este estudio es proporcionar una base meto-
doldgica para el establecimiento de herramientas ecotoxicolo-
gicas en la evaluacién de la toxicidad de los ecosistemas
costeros mediterraneos. En este trabajo se ha determinado la
sensibilidad de dos especies autdctonas de anfipodos y tres de
erizos de mar frente a cinco sustancias toxicas diferentes,
normalmente utilizadas internacionalmente.

Materiales y métodos
Recoleccion, manejo y aclimatacion de los organismos tests

Los anfipodos fueron recolectados en lagunas costeras de
las reservas naturales de Santa Pola y de San Pedro, SE de
Espafia, utilizando un tamiz de 0.5 mm de luz, y posterior-
mente fueron transferidos a contenedores de polietileno con
agua, sedimentos y recubiertos con macroalgas del lugar de
colecta, tomandose el cuidado de descartar sus posibles depre-
dadores. Los organismos fueron inmediatamente transportados
al laboratorio manteniendo su temperatura constante. En el
laboratorio se mantuvieron en un acuario con agua de mar
natural filtrada (0.45 pm / GFC Whatman®) bajo condiciones
constantes de temperatura y aireacion. Los organismos fueron
alimentados diariamente con una mezcla (1:1) de pienso de
conejo (Purina®) y de pescado (Tetra-Min®). Los anfipodos
fueron gradualmente aclimatados a las condiciones del experi-
mento durante 72 h y posteriormente seleccionados al azar pare
los ensayos.

Los erizos de mar fueron recolectados por buceadores corn
escafandra auténoma en las Islas del Fraile, Aguilas y en la del
Farallon, Cabo de Palos (Murcia, Espafia), cubiertos corn
macroalgas del sitio de colecta e inmediatamente transportados
al laboratorio en recipientes a temperatura constante. En el
laboratorio, los erizos eran mantenidos en acuarios con
agua de mar natural filtrada, constantemente renovada
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light:dark photoperiod, in a culture chamber (ASL-Snijders).
All static acute tests lasted 48 h, without adding any food. The
number of survivors in each chamber was examined at the end
of the exposure period.

At the beginning and the end of every test, the overlying
water quality parameters including temperature, salinity, dis-
solved oxygen and pH were measured to ensure the acceptabil-
ity of the tests, following standard methods (APHA, 1995;
Buchanan, 1984).

Sea urchin embryo-larval toxicity test

Short-term chronic toxicity tests were developed with four
reference toxicants, ammonium chloride (NH,CI), cadmium
chloride (CdCl,), sodium dodecyl-sulfate (C,,H,;NaSO,) and
zinc sulfate (ZnSO,), in accordance with slightly adapted
guidelines (U.S. EPA, 1995; Environment Canada, 1997 and
CETESB, 1999). The sea urchin embryo-larval toxicity tests
were conducted with the three echinoid species Arbacia lixula,
Paracentrotus lividus and Sphaerechinus granularis. Adult
female and male urchins were stimulated to spawn with a mild
electric shock (35 V) and the gametes were collected sepa-
rately. Eggs were collected in 200-mL beakers containing dilu-
tion seawater, and sperm was collected directly from the sea
urchin gonopore with a micropipette and held on ice until egg
fertilization. The organisms were allowed to spawn for up to 10
min, during which time careful observations were made of the
amount of gametes released, their color and the overall behav-
ior of the spawners. Animals that provided relatively little or
dilute gametes were excluded from testing. Each batch of eggs
was observed under a microscope in a Sedgwick-Rafter cell;
eggs with abnormalities were discarded. The selected egg
batches were then filtered through a 100-um screen to remove
pellets, and pooled in a beaker containing 400-mL dilution sea-
water. Eggs were washed three times by decantation, removing
the supernatant and adding dilution seawater. Gametes
obtained from at least two or three organisms of each sex were
combined and their densities determined. A standard sperm
solution was prepared by adding 0.5 mL of sperm to 24.5 mL
of dilution seawater. At the beginning of the study, pretrial test-
ing was conducted in order to determine the fecundation ratio
and only rates higher than 90% were employed. The volume of
solution added to the test tubes for each experiment was calcu-
lated according to the desired number of organisms required,
approximately 400 fertilized eggs being added to each test
chamber. This volume did not exceed 100 pL. The control
water and dilution water used in the experiments was natural
seawater (38 psu) collected in unpolluted areas (from where
the sea urchins were also collected) and filtered through a GFC
Whatman® filter. Six concentrations and ten seawater controls
were used for each test. Three replicates were prepared per
concentration, using 15-mL polyethylene sterilized centrifuge
tubes containing 10-mL solution to which 400 embryos were
added. All short-term chronic tests lasted 28 to 38 h, according
to the species, and the number of normally developed embryos
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(aproximadamente 50 L min'). Durante el periodo de aclima-
tacion los erizos fueron alimentados una vez al dia a partir de
algas congeladas recogidas en el mismo lugar donde fueron
recolectados. Al final de los experimentos los erizos adultos
eran devueltos al mar.

Test de toxicidad con anfipodos

Los experimentos de sensibilidad de fase liquida con los
anfipodos, aequicauda 'y  Microdeutopus
gryllotalpa, fueron realizados con las sustancias toxicas de
referencia, cloruro amonico (NH,Cl), dicromato potasico
(K,Cr,0;) y dodecilo sulfato de sodio (C,,H,sNaO,S), de
acuerdo con los estandares (ASTM 1997 y U.S. EPA 1994),
inlcuyendo pequefias adaptaciones para nuestras condiciones.
Los resultados de los tests preliminares eran utilizados para
determinar las concentraciones definitivas de cada sustancia.
El agua de control y de dilucion utilizada en los experimentos
fue recogida en zonas no impactadas, con salinidad en torno a
38 psu y filtrada a través de un filtro de 0.45 pm (GFC/
Whatman®) antes de su utilizacion. Para cada test se emplea-
ron seis concentraciones diferentes y una de control, con tres
réplicas por concentracion para cada sustancia toxica de refe-
rencia, usando recipientes de polietileno de 1 L, conteniendo
400 mL de solucion y 10 organismos (de 2 a S mm de longitud)
para cada réplica. Las hembras ovigeras y los organismos con
evidente debilidad eran excluidos. Los tests se mantuvieron en
una camara de cultivo (ASL-Snijders), con temperatura (20°C)
e iluminacién (1000 lux) constantes, con un fotoperiodo de
16:8h, luz:oscuridad. Los experimentos agudos con anfipodos
tuvieron una duracion de 48 h, sin adicién de alimento. El
nimero de supervivientes en cada réplica fue examinado al
final del periodo de exposicion.

Gammarus

Test de toxicidad embriolarval con erizos de mar

Los tests de toxicidad cronica de corta duracion fueron
desarrollados con cuatro sustancias toxicas de referencia, clo-
ruro amoénico (NH,CI), cloruro de cadmio (CdCl,), dodecilo
sulfato de sodio (C;,H,sNaO,S) y sulfato de zinc (ZnSO4), de
acuerdo con los protocolos (U.S. EPA, 1995; Environment
Canada, 1997 y CETESB, 1999), con pequeiias modificaciones
para nuestras condiciones. Los tests de toxicidad embriolarval
fueron realizados con tres especies de equinodermos, Arbacia
lixula, Paracentrotus lividus y Sphaerechinus granularis. Los
erizos adultos (hembras y machos) fueron estimulados para la
liberacion de los gametos mediante descargas eléctricas (35 V)
y los gametos recogidos de manera separada. Los huevos fue-
ron recolectados en vasos de precipitado con agua de mar
(200 mL) y los espermatozoides fueron recogidos en seco
directamente del gonoporo con el auxilio de una micropipeta,
depositados en un vaso de precipitado (30 mL) y conservados
en hielo hasta el momento de la fertilizacion. Se recolectaron
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was counted at the end of the test. Tests were carried out at
20°C, with a 1000-lux 16-h light:8-h dark photoperiod in a cul-
ture chamber (ASL-Snijders). The exposure period varied from
28 h for P. lividus to 38 h for A. lixula and S. granularis. Tests
finished when at least 90% of the control embryos reached the
normal pluteus larvae stage (evidenced by the formation of a
three-part gut and the skeletal rods), at which point each test
tube was fixed with 10% buffered formalin to preserve the
samples. They were then examined microscopically in a
Sedgewick-Rafter cell to determine the percentage that devel-
oped, calculating the normal/abnormal ratio for the first 100
embryos found in each tube. The results of a preliminary test
were used to set the definitive concentrations of each
substance.

At the beginning and at the end of every test, the overlying
water quality parameters, including temperature, salinity, dis-
solved oxygen and pH content, were measured to ensure the
acceptability of the tests, following standard methods (APHA,
1995; Buchanan, 1984).

Data analysis

As an estimate of the effective toxic concentration of
amphipods, 48-h EC50 values and their respective 95% confi-
dence limits were calculated for all substances using the
Trimmed Spearman-Karber method (Hamilton et al., 1977).
Diftferences in EC50 and between amphipod species and refer-
ence toxicants were evaluated by two-way ANOVA. The inhib-
iting concentration (IC) for a specified effect (IC25 and IC50)
on sea urchins was calculated using the Linear Interpolation
Method (U.S. EPA, 1993). Two-way ANOVA analyses were
used to evaluate significant differences in IC25 and IC50
among sea urchin species for each reference toxicant. The pre-
cision of the laboratory data was calculated for all species from
the variation coefficient (CV%), using the mean and relative
standard deviation with the following equation:

standard deviation
mean

CV% = x 100

Results
Amphipod toxicity tests

The reference toxicants adversely affected both species to a
similar extent (fig. 1), with higher survival rates being recorded
in the control (greater than 80%). The two-way ANOVA
analysis showed that M. gryllotalpa was more sensitive than
G. aequicauda to all the reference toxicants studied
(P <0.0001). There were significant differences in the effec-
tive concentration (EC50) values for ammonium chloride,
potassium dichromate and sodium dodecyl-sulfate (P = 0.02).
No significant differences were found in the amphipod species-
reference toxicant interaction (P = 0.2).

The effective concentrations (EC50,

48h) for G.

411

los gametos liberados durante los primeros 10 min tras la
induccion artificial, tiempo durante el cual se seleccionaron los
lotes de 6vulos segun la cantidad liberada, el color y la forma
general de los gametos. Los animales inmaduros que liberaban
pocos gametos o se encontraban descoloridos o malformados
fueron excluidos del experimento. Cada lote de huevos era
observado al microscopio con el auxilio de una camara de
recuento (Sedgwick-Rafter); los lotes que mostraban alguna
anormalidad eran excluidos. Los lotes seleccionados fueron fil-
trados a través de un tamiz de 100 pm para retirar pelets y pos-
teriormente fueron diluidos en un recipiente de 400 mL con
agua de mar filtrada. Los huevos se lavaron tres veces por
decantacion, renovando el sobrenadante y diluyéndolos en
agua. Paralelamente, una solucion estandar de esperma se pre-
par6 afiadiendo 0.5 mL de espermatozoides a 24.5 mL de una
dilucién de agua de mar filtrada. Antes de empezar los experi-
mentos, se determin6 el porcentaje de fecundacion y solo se
utilizaron tasas superiores al 90%. En cada réplica se afiadieron
aproximadamente 400 huevos fertilizados. El volumen de la
solucion conteniendo embriones afiadida a los tubos de ensayo
se calculd segin el numero de organismos requeridos. Este
volumen no excedi6 los 100 pL. El agua control y el agua de
dilucion usada en los experimentos era agua natural de mar (38
psu) recogida en areas no contaminadas (de donde los erizos de
mar fueron recolectados) y filtrada a través de un filtro de
0.45 pm (GFC/Whatman®). En cada experimento fueron utili-
zados diez controles de agua de mar y seis concentraciones,
con tres réplicas para cada concentracion. Se emplearon tubos
de centrifuga de poliestireno esterilizados de 15 mL, a los que
se afladian 10 mL de solucion y 400 embriones por réplica. Los
experimentos croénicos de corta duracién tuvieron un periodo
de exposicion que vario desde 28 h, para P. lividus, hasta 38 h
para A. lixula y S. granularis, anotando el niimero de embrio-
nes normalmente desarrollados al final del test. Los experimen-
tos se realizaron a 20°C, con un fotoperiodo 16:8h,
luz:oscuridad (1000 lux) en una camara de cultivo (ASL-
Snijders). Los tests se daban por concluidos cuando, en el con-
trol, al menos el 90% de los embriones alcanzaron el estadic
tipico, denominado larva plateos, evidenciado por la formacion
del tubo digestivo y la constitucion de los tres apéndices esque-
1éticos iniciales. En esta etapa, cada réplica se fij6 con formal-
dehido tamponado con bérax para conservar la estructura de
las larvas hasta el momento de la lectura. Para la lectura de los
datos, las larvas fueron examinadas al microscopio a través de
la camara de recuento (Sedgewick-Rafter), y se determind el
porcentaje de desarrollo normal/anormal para los primeros 100
embriones tomados en cada tubo de ensayo. Las concentracio-
nes definitivas de cada sustancia de referencia también fuerorn
establecidas de acuerdo con los resultados obtenidos en los
experimentos preliminares. Al comienzo y al final de cada test.
los parametros de calidad del agua sobrenadante incluyendo
temperatura, salinidad, oxigeno disuelto y pH fueron medidos
para asegurar la aceptabilidad de los experimentos, siguiendo
métodos estandarizados (APHA, 1995; Buchanan, 1984).
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aequicauda and for M. gryllotalpa, together with the standard
deviations (s.d.), the number of experiments and the variation
coefficient are described below and in figure 1. The results for
G. aequicauda were 49.68 + s.d. 11.24 mg L' in the case of
ammonium chloride (n = 4), CV% = 22.62; 9.52 £ s5.d. 4.7 mg
L' for potassium dichromate (n = 5), CV% = 49.36; and 5.46 £
s.d. 0.73 mg L for sodium dodecyl-sulfate (n = 4), CV% =
13.36. The effective concentrations for M. gryllotalpa were
lower: 35.54 £ s.d. 8.0 mg L' for ammonium chloride (n = 3),
CV% = 22.50; 6.0 £ s5.d. 0.6 mg L' for potassium dichromate
(n=3),CV% = 10.56 and 2.98 * s.d. 0.49 mg L for sodium
dodecyl-sulfate (n = 6), CV% = 16.44. The sensitivity of these
Mediterranean species was similar to that of other amphipod
species described in the bibliography (ASTM, 1997; Andrew,
1999; U.S. EPA, 1994). The variation coefficient for the
amphipod toxicity tests using the reference toxicants pointed to
an acceptable degree of precision. Water quality data (T°C,
D.O., salinity and pH) were constant and within acceptable
limits during the experiments.

Sea urchin embryo-larval toxicity test

The sensitivity of embryo-larval sea urchin tests was simi-
lar for all three species, Arbacia lixula, Paracentrotus lividus
and Sphaerechinus granularis. The two-way ANOVA analysis
showed no significant differences in the IC25 and IC50 values
for each reference toxicant in the three sea urchin species. The
interaction of sea urchin species and reference toxicants had no
significant effect (two-way ANOVA, P = 0.9). The two-way
ANOVA analysis of the IC50 of sea urchins demonstrated
highly significant differences between reference toxicants
(P <0.00001). However, there were no significant differences

60
I G. aequicauda
1 M. gryllotalpa
o~ 45
|
(o))
£
S 30
<
S
w0
Q
W45
0 h i

CINH, KyCr0;  CyoHpsNa0,S

Figure 1. Sensitivity test results (EC50 * standard deviation) with the
amphipods Gammarus aequicauda and Microdeutopus gryllotalpa for the
reference toxicants, ammonium chloride (NH,CI), potassium dichromate
(K,Cr,0-) and sodium dodecy! sulfate (C,,H,sNaSO,).

Figura 1. Resultados de los tests de sensibilidad (EC50 + desviacion
estandar) con los anfipodos Gammarus aequicauda y Microdeutopus
gryllotalpa para las sustancias toxicas de referencia, cloruro de amonio
(NH4CI), dicromato de potasio (K,Cr,0,) y dodecilo sulfato de sodio
(C1,H,5NaS0,).
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Analisis de los datos

La concentracion toxica efectiva para los anfipodos, CE50
48-h y sus respectivos limites de confianza del 95%, fueron
calculados para todas las sustancias usando el método
Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977). Las dife-
rencias entre las concentraciones efectivas (CE50) de las espe-
cies de anfipodos, para cada sustancia toxica de referencia,
fueron analizadas por medio de un ANOVA de dos vias. Las
concentraciones de inhibicion (IC25 e IC50) para cada especie
de erizo de mar frente a las distintas sustancias toxicas de refe-
rencia fueron calculadas a través del Método de Interpolacion
Lineal (U.S. EPA, 1993). Los analisis ANOVA de dos vias fue-
ron utilizados para evaluar diferencias significativas entre los
datos de IC25 e IC50) de las distintas especies de erizos con
relacion a cada sustancia toxica de referencia. La precision de
los datos obtenidos en los experimentos de laboratorio se cal-
culd a través del coeficiente de variacion (CV%), donde se
aplicé la media y la desviacion estandar de acuerdo con la
siguiente ecuacion (U.S. EPA, 1995):

standard deviation
mean

CV% = x 100

Resultados
Tests de toxicidad con anfipodos

Las sustancias toxicas de referencia causaron efectos
adversos similares para ambas especies, comparandose con los
efectos obtenidos en el control que siempre present6 tasas de
supervivencia superiores al 80%. El analisis ANOVA de dos
vias demostré6 que M. gryllotalpa fue mas sensible que G.
aequicauda para todas las sustancias toxicas de referencia estu-
diadas (P < 0.0001). Se encontraron diferencias significativas
entre los valores de la concentracion efectiva (CES0) para las
sustancias de referencia, cloruro de amonio, dicromato
potasico y dodecill sulfato de sodio (P = 0.02). No se encon-
traron diferencias significativas entre las especies de anfipodos
en interaccion con las sustancias toxicas de referencia
(P=0.2).

Las concentraciones efectivas (CE, 48h) para G.
aequicauda y para M. gryllotalpa, junto con las desviaciones
estandar, el numero de experimentos y los coeficientes de
variacion, se exponen a continuacion y en la figura 1. Los
resultados para G. aequicauda fueron 49.68 +d.e. 11.24 mg
L, en el caso del cloruro de amonio (n = 4; CV% = 22.62),
9.52 £ d.e 4.7 mg L', en el del dicromato potasico (n = 5;
CV% =49.36), y 5.46 £ d.e. 0.73 mg L, para el dodecilo sul-
fato de sodio (n =4; CV% = 13.36). Para M. gryllotalpa fueron
de 35.54 + d.e. 8.0 mg L', para el cloruro de amonio (n = 3;
CV% = 22.50), 6.06 £ d.e. 0.64, para el dicromato potasico
(n=3; CV% = 10,56), y 2.98 + d.e. 0.49 para el dodecilo
sulfato de sodio (n = 6; CV% = 16.44). La sensibilidad de estas
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between the individual IC25 and IC50 values for the three spe-
cies for each reference toxicant (P > 0.05). Neither the
ANOVA analysis showed any significant toxicant-species
interactions (P > 0.05).

The 25% and 50% inhibiting concentrations (IC25/IC50 +
s.d. and CV%, respectively) for A. lixula were 1.71/2.48 +
0.07/0.04 mg L' in the case of ammonium chloride (n = 4),
CV% = 4.09/1.6; 1.07/1.80 + 0.11/0.06 mg L' for cadmium
chloride (n =5), CV% = 10.28/3.33; 1.10/1.56 £ 0.04/0.06 mg
L' for sodium dodecyl-sulfate (n = 6), CV% = 3,63/3,84; and
0.03/0.05 £ 0.001/0.002 for zinc sulfate (n = 6), CV% = 6.66/2
(figs. 2, 3, 4, 5). For P, lividus they were 1.95/2,71 +0.17/1.19
mg L' in the case of ammonium chloride (n =4), CV% = 8.71/
7.01; 1.18/2.06 £+ 0.06/0.14 mg L' for cadmium chloride
(n=3), CV% = 5.08/6.79; 1.01/1.49 £ 0.04/0.04 mg L' for
sodium dodecyl-sulfate (n = 6), CV% = 3.96/2.68 and; 0.03/
0.05 +0.001/0.001 for zinc sulfate (n = 6), CV% = 3.33/2 (figs.
2,3,4,5). For S. granularis the inhibiting concentrations were
1.87/2.24 £ 0.06 / 0.04 mg L' in the case of ammonium chlo-
ride (n = 4), CV% = 3.20/1.78; 1.87/2.24 £ 0.06/0.04 mg L!
for cadmium chloride (n = 3), CV% = 3.21/1.78; 1.06/1.65 +
0.06/0.04 mg L' for sodium dodecyl-sulfate (n = 5), CV% =
5.66/2.42; and 0.03/0.06 + 0.001/0.001 for zinc sulfate (n = 5),
CV% =3.33/2 (figs. 2, 3, 4, 5). Zinc sulfate was slightly more
toxic than the other four chemicals. The larval responses to
dodecyl-sulfate were very uniform in the three sea urchin spe-
cies, with a low standard deviation, the sensitivity of these
Mediterranean species being similar to that of other species of
sea urchins found in the bibliography (Kobayashi, 1980; 1984;
Nacci, 1986). The variation coefficients for the sea urchin tox-
icity tests, based on IC25 and IC50, showed a good degree of
precision. Water quality data (T°C, D.O., salinity and pH) were
constant and within acceptable limits during the experiments.
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Figure 2. Reference toxicant results (IC25/50 * standard deviation) for
ammonium chloride (NH,CI) with sea urchins Arbacia lixula, Paracentrotus
lividus and Sphaerechinus granularis.

Figura 2. Resultados de los tests de sensibilidad (IC25/50 + desviacion
estandar) con los erizos de mar Arbacia lixula, Paracentrotus lividus y
Sphaerechinus granularis frente al cloruro de amonio (NH,CI) como
sustancia toxica de referencia.

A. lixula S. granularis
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especies mediterraneas se mostr6 similar a otras especies de
anfipodos encontradas en la bibliografia (ASTM, 1997;
Andrew, 1999; U.S.EPA, 1994). El coeficiente de variacion
(CV%), entre los resultados obtenidos para las dos especies de
anfipodos con relacion a las tres sustancias toxicas de referen-
cia presentd una precision aceptable. Los parametros de
calidad del agua (temperatura, oxigeno disuelto, salinidad y
pH) se mantuvieron constantes durante los experimentos,
dentro de limites aceptables.

Test de toxicidad embriolarval con erizos de mar

Los experimentos de sensibilidad embriolarval con los eri-
zos de mar exhibieron resultados similares para las tres espe-
cies, A. lixula, P. lividus y S. granularis. El analisis ANOVA de
dos vias no demostrd diferencias significativas en los valores
IC25 e IC50 para las tres especies de erizos de mar ante cada
sustancia toxica de referencia. La interaccion de las especies de
erizos y las sustancias toxicas de referencia no presentaron
efectos significativos (ANOVA de dos vias, P = 0.9). Compro-
bando la toxicidad de las sustancias con relacion a las especies
de erizos, el analisis ANOVA de dos vias demostro diferencias
altamente significativas entre las distintas sustancias toxicas de
referencia (P < 0.00001). No obstante, el analisis ANOVA de
dos vias no presentd diferencias significativas entre las tres
especies de erizos (valores IC25 y IC50) para la misma sustan-
cia toxica de referencia (P > 0.05). Tampoco hubo diferencias
significativas en la interaccién especies-toxicos de referencia
(P =0.05).

Las concentraciones de inhibicion, IC25 e IC50, el numerc
de experimentos, las desviaciones estandar y los respectivos
coeficientes de variacion para cada especie de erizo, correla-
cionadas a las distintas sustancias de referencia se describe a
continuacion y se muestra en las figuras 2, 3,4 y 5. Los resulta-
dos (CI25 y CI50 + d.e.; sustancia toxica de referencia, numero
de tests y sus respectivos coeficientes de variacion) para A.
lixula fueron 1.71/2.48 £+ 0.07/0.04 mg L' en el caso del clo-
ruro de amonio (n = 4), CV% = 4.09/1.6; de 1.07/1.80 + 0.11,
0.06 mg L! para el cloruro de cadmio (n = 5), CV% = 10.28,
3.33; de 1.10/1.56 £ 0.04/0.06 mg L' para el dodecilo sulfato
de sodio (n = 6) CV% = 3.63/3.84; y de 0.03/0.05 + 0.001,
0.002 para el sulfato de zinc (n = 6), CV% = 6.66/2 (figs. 2, 3,
4y 5). Para P. lividus fueron de 1.95/2.71 £ 0.17/1.19 mg L'
en el caso del cloruro de amonio (n =4), CV% = 8.71/7.01; de
1.18/2.06 £ 0.06/0.14 mg L' para el cloruro de cadmio (n = 3).
CV% = 5.08/6.79; de 1.01/1.49 £ 0.04/0.04 mg L' para el
dodecilo sulfato de sodio (7 = 6), CV% = 3.96/2.68; y de 0.03,
0.05 + 0.001/0.001 mg L' para el sulfato de zinc (n = 6),
CV% = 3,33/2 (figs. 2, 3,4 y 5). Para S. granularis fueron de
1.87/2.24 + 0.06/0.04 mg L' en el caso del cloruro de amonic
(n=3),CV%=3.20/1.78; de 1.87/2.24 £ 0.06/0.04 mg L' para
el cloruro de cadmio (n = 3), CV% = 3.21/1.78; de 1.06/1.65 +
0.06/0.04 mg L' para el dodecilo sulfato de sodio (n = 5),
CV% = 5.66/2.42; y de 0.03/0.05 £ 0.001/0.001 mg L' para el
sulfato de zinc (n = 5), CV% = 3.33/2 (figs. 2, 3, 4 y 5). De
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Figure 3. Reference toxicant results (IC25/50 * standard deviation) for
cadmium chloride (CdCl,) with sea urchins A. lixula, P lividus and S.
granularis.

Figura 3. Resultados de los tests de sensibilidad (IC25/50 + desviacion
estandar) con los erizos de mar A. lixula, P. lividus y S. granularis, frente al
cloruro de cadmio (CdCl,) como sustancia toxica de referencia.

A. lixula S. granularis

Discussion

Amphipods have been routinely used to evaluate toxicity
because of their sensitivity to many contaminants, short gener-
ation time, ease of culture in the laboratory, tolerance to a wide
range of sediment physico-chemical characteristics, and
because they live in direct contact with the liquid-solid
interface. The USA and Canada have recognized toxicity
guidelines for sediment quality assessment. Although several
standard methods have been developed for assessing the toxic-
ity of contaminants using amphipod species from the Atlantic
and Pacific coasts, no such tests have been reported for use in
Europe, more specifically in the Mediterranean Sea. The
results of the present study demonstrate that the amphipod G.
aequicauda and M. gryllotalpa are suitable for toxicity deter-
minations in the Mediterranean Sea. The reference toxicants
had an effect on sea urchins similar to that observed in amphi-
pods, although sea urchins showed greater sensitivity in all the
experiments. The sea urchin tests were more effective in other
ways, too; for example, they responded faster and at a lower
cost, they take up less space and may be useful for low to mod-
erate toxicity testing. Sea urchin embryos are ideal for the
development of a quick bioassay system for pollutants in the
marine environment (Lee, 1984). The effect of reference toxi-
cants on the Mediterranean amphipod and sea urchin species
used was similar to that recorded for species found in the bibli-
ography (Kobayashi, 1980 ; 1984; Nacci, 1986; U.S. EPA,
1994; ASTM, 1997; Andrew, 1999). The sediment quality
assessment generally involves an evaluation of solid-phase
sediments, although pore water is also important, because it
represents a major exposure route for benthic organisms
(Whiteman et al., 1996; Carr et al., 1989; Adams et al., 1985)
and substantially influences the bioavailability of contaminants
(Carr et al., 1996, Ankley et al., 1994; Di Toro et al., 1991,
Carr et al. 2001). The use of water column organisms such as
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Figure 4. Reference toxicant results (IC25/50 + standard deviation) for
sodium dodecyl-sulfate (C,,H,sNaSO,) with sea urchins A. lixula, P, lividus
and S. granularis.

Figura 4. Resultados de los tests de sensibilidad (IC25/50 + desviacion
estandar) con los erizos de mar A lixula, P lividus y S granularis, frente al
dodecilo sulfato de sodio (C,,H,sNaSO,) como sustancia toxica de
referencia.
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Figure 5. Reference toxicant results (IC25/50 + standard deviation) for zinc
sulfate (ZnSO,) with sea urchins A. lixula, Pa. lividus and S. granularis.

Figura 5. Resultados de los tests de sensibilidad (CI25/50 + desviacion
estandar) con los erizos de mar A. lixula, P. lividus y S. granularis, frente al
sulfato de zinc (ZnSO,) como sustancia téxica de referencia.

entre todas las sustancias estudiadas, el sulfato de zinc fue la
mas toxica para las tres especies de erizos. Las respuestas de
las larvas de las tres especies de erizos al dodecilo sulfato de
sodio fueron muy uniformes, presentando una pequefia variabi-
lidad en los datos. La sensibilidad de estas especies mediterra-
neas es similar a la de otras especies de erizos de mar
encontradas en la bibliografia (Kobayashi, 1980; 1984; Nacci,
1986). Los coeficientes de variacion (CV%) entre los resulta-
dos obtenidos para las tres especies de erizos de mar, en rela-
cién a las cuatro sustancias toxicas de referencia, presentaron
una buena precision. Los parametros de calidad del agua
(temperatura, oxigeno disuelto, salinidad y pH) se mantuvieron
constantes durante la realizacion de los experimentos y dentro
de limites aceptables.
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sea urchin larvae for pore water toxicity has been
recommended for understanding potential biological impact
(Adams et al., 1985). A comparison of the sensitivity to chem-
ical substances of marine organisms representative of the water
column and benthonic species (epibenthonic and burrowing)
showed that the sensitivity of planktonic species is similar to
that of epibenthic species and higher than that of burrowing
species (Zarba, 1992; Nagell et al., 1974). Reference toxicants
such as cadmium (CdCl,), copper (CuSO,) and sodium dode-
cyl-sulfate (C,,H,sNaSO,) have been recommendable (U.S.
EPA, 1994), although no single reference toxicant showed has
been used to measure the condition of test organisms in respect
to another toxicant with a different way of action (Lee, 1980).
However, it may be unrealistic to use more than one or two ref-
erence toxicants routinely (U.S. EPA, 1994). Reish (1988)
reported the relative toxicity of six metals (arsenic, cadmium,
chromium, copper, mercury, and zinc) towards crustaceans,
polychaetes, pelecypods and fish and concluded that none of
these species or groups of test organisms was more sensitive to
all of the metals.

We have reported the sensitivity of the amphipods G.
aequicauda and M. gryllotalpa, and the sea urchins, A. lixula,
P lividus and S. granularis, to common reference toxicants. In
conclusion, the methodology developed using these amphipods
and sea urchins is useful for the evaluation and characterization
of marine contamination in Mediterranean ecosystems.
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