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Abstract

The Mar Menor coastal lagoon is one of the largest of the Mediterranean Sea. Ancient mining activities in the mountains near
its southern basin have resulted in metal contamination in the sediment. The metal bioavailability of these sediments was
determined through laboratory toxicity bioassays using three Mediterranean sea urchin species and two amphipod species, and by
means of field bioaccumulation measurements involving the seagrass Cymodocea nodosa. The effect of sediment metal
contamination on benthic communities was assessed through benthic infaunal analyses, applying classical descriptive parameters
and multivariate techniques. The sediments affected by the mining activities presented high levels of toxicity and metals were
also accumulated in the seagrass tissues, pointing to metal bioavailability. Although the classical benthic indices were not clear
indicators of disturbance, the multivariate techniques applied provided more consistent conclusions.

Key words: metals, toxicity, bioaccumulation, amphipods, sea urchins, seagrass, coastal lagoon, Mediterranean Sea.

Resumen

El Mar Menor es una de las mayores lagunas costeras en el Mediterrdneo. Actividades mineras desarrolladas historicamente
en las montafias situadas en su orilla sur han causado la contaminacion por metales de sus sedimentos. La biodisponibilidad de los
metales en estos sedimentos fue determinada por medio de bioensayos de toxicidad, empleando tres especies de erizos marinos y
dos especies de anfipodos, y por medio de medidas de bioacumulacién en la fanerégama marina Cymodocea nodosa. El efecto de
la contaminacion de los sedimentos por metales en las comunidades benténicas fue valorado a través de anélisis de la infauna
bentodnica, aplicando parametros descriptivos cléasicos y técnicas multivariantes. Los sedimentos afectados por las actividades
mineras presentaron altos niveles de toxicidad y estos metales fueron incluso acumulados en los tejidos de la fanerégama marina,
indicando la biodisponibilidad de los mismos. Aunque los indices bentonicos clasicos no resultaron ser claros indicadores de la
perturbacion, las técnicas multivariantes aplicadas ofrecieron conclusiones mas consistentes.

Palabras clave: metales, toxicidad, bioacumulacion, anfipodos, erizos marinos, fanerégama marina, laguna costera,
Mar Mediterraneo.

Introduction Introduccion
Coastal lagoons and estuaries are physicochemically Las lagunas costeras y los estuarios son sistemas con carac-

unique because of their strong gradients in salinity, tem- teristicas fisicoquimicas Unicas debido a los fuertes gradientes
perature, pH, dissolved oxygen, redox potential, sediment  de salinidad, temperatura, pH, oxigeno disuelto, potencial
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chemistry and species composition. Moreover, they can funda-
mentally be considered as receivers of sediments that act as a
trap for materials. Sediments serve as a filter for many
contaminants between land and sea, and not only accumulate
metals but also act as a source of contaminants to marine biota
(Ingersoll, 1995). However, specific toxicity and other envi-
ronmental assessment methods for the sediments of lagoons or
estuaries are few and relatively new, since many marine and
fresh-water techniques are not generally applicable. Lagoons
tend to have a low number of species and low species diversity
compared with fresh or marine waters, and for this reason
traditional univariate analyses of populations can be difficult to
interpret in such naturally stressed environments. Hence,
ecological stress, from any source, is best measured using mul-
tivariate methods and analyses (Chapman and Wang, 2001).

The study area is located in Mar Menor, SE Spain, one of
the biggest coastal lagoons in Europe and the Mediterranean
Sea. The lagoon is relatively shallow, with a mean depth of
3.5m and a maximum depth of just over 6 m. La Manga, a
sandy bar (22 km long) crossed by five channels that regulate
the water circulation with the Mediterranean Sea, encloses the
lagoon. Owing to the low fresh-water input and the high level
of water evaporation, the salinity values of the lagoon range
between 42 and 47. Common shallow-water species of the
Mediterranean Sea inhabit the lagoon. The semi-arid climate of
SE Spain means that watercourses remain dry for a 5-10 year
period, and fresh water does not reach the lagoon unless spo-
radic and torrential rainfall occurs. For several centuries two
watercourses, the Beal and Ponce wadis, have brought to the
lagoon drainage and sedimentation wastes associated with
mining activities and abandoned mined lands. In fact, the
mining activity in the mountains enclosing the southern part of
the lagoon was amongst the most substantial in Spain in the
last two centuries. All mining activities ceased in 1991, but
during flood episodes the metals of mine tailings are released
into the Mar Menor lagoon. Mine tailings may release and
leach metals for several hundreds of years after the mining
activity has ceased (Gundersen et al., 2001). Previous studies
carried out in the area showed Zn, Pb and Cd to be the main
metals remaining from the mining activity and released into the
environment (Simoneau, 1973; De Leon et al., 1982).

In the present study we have tested sediment toxicity
using three species of sea urchin, Arbacia lixula (Linné),
Paracentrotus  lividus (Lamarck) and Sphaerechinus
granularis (Lamarck), and two species of amphipod, the bur-
rowing amphipod Microdeutopus gryllotalpa (A. Costa) and
Siphonoecetes sabatieri (Rouvile), employed for the first time
in toxicity testing. The bioavailability of metals was also deter-
mined by studying the bioaccumulation of metals in different
fractions (leaves, rhizomes, roots) and in leaf-biofilm of the
seagrass Cymodocea nodosa (Ucria) Aschers. To determine the
effect of mineral wastes on the benthic communities of Mar
Menor, classical descriptive parameters were used together
with multivariate analyses that distinguish anthropogenic
stresses from natural events.
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redox, caracteristicas quimicas de los sedimentos y compo-
sicion de especies. Por otra parte, estos sistemas pueden
fundamentalmente ser considerados como receptores de sedi-
mentos que actan como una trampa para los materiales que
llegan al medio marino. Los sedimentos sirven como filtro
entre la tierra y el mar para muchos contaminantes, y no sélo
acumulan metales sino que también actan como una fuente de
contaminantes para la biota marina (Ingersoll, 1995). Sin
embargo, los métodos de valoracion ambiental especificos para
sedimentos de lagunas o estuarios, como los bioensayos de
toxicidad, son escasos y relativamente nuevos, ya que las técni-
cas marinas y para agua dulce no son generalmente aplicables
en estos sistemas. Las lagunas costeras suelen tener un bajo
nimero de especies y una baja diversidad comparadas con
aguas continentales o marinas, y por esta razon los andlisis tra-
dicionales de las poblaciones pueden ser dificiles de interpretar
en estos ambientes naturalmente estresados. En este sentido, el
estrés ecoldgico puede ser determinado de forma mas confiable
empleando métodos y técnicas multivariantes (Chapman y
Wang, 2001).

El area de estudio esta localizada en el Mar Menor (SE de
Espafia), una de las lagunas costeras mas grandes de Europa y
del Mar Mediterraneo. Esta laguna hipersalina es relativamente
somera con una profundidad media de 3.5 m y una profundidad
méaxima de 6 m. La laguna esta delimitada por La Manga, una
barra arenosa de 22 km de largo que se encuentra atravesada
por cinco canales o golas que regulan el intercambio de agua
con el Mediterraneo. La laguna tiene una salinidad entre 42 y
47 debido a que la tasa de evaporacion supera al aporte de agua
dulce por las ramblas. A pesar de su alta salinidad la laguna
contiene especies tipicamente marinas adaptadas a este rango
de salinidad. El clima semiarido del sudeste ibérico propicia
que las ramblas permanezcan secas durante periodos de afios,
alcanzando las aguas dulces la laguna s6lo cuando ocurren llu-
vias torrenciales. Durante siglos las ramblas del Beal y Ponce
han transportado a la laguna estériles mineros procedentes de
las antiguas minas de la Sierra de Cartagena. Estas actividades
mineras desarrolladas en las montafias situadas al sur de la
laguna costera fueron de las mas sustanciales en Espafia en los
Gltimos siglos y, aunque toda la actividad minera cesé en 1991,
en la actualidad las ramblas siguen transportando estériles de
mineria ricos en metales durante los episodios de lluvias
torrenciales. Los metales contenidos en los estériles mineros
podrian liberarse y lixiviarse durante varios cientos de afios
tras el cese de la actividad minera (Gundersen et al., 2001).
Estudios previos realizados en la zona mostraron que Zn, Pb 'y
Cd son los principales metales que permanecen de la actividad
minera y que son liberados al medio ambiente (Simoneau,
1973; De Leon et al., 1982).

En el presente estudio hemos analizado la toxicidad de los
sedimentos con tres especies de erizos marinos, Arbacia lixula
(Linné), Paracentrotus lividus (Lamarck) y Sphaerechinus
granularis (Lamarck), y con dos especies de anfipodos,
Microdeutopus gryllotalpa (A. Costa) y Siphonoecetes
sabatieri (Rouvile), empleado por primera vez en bioensayos
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The aim of the present study was to evaluate the environ-
mental quality of the soft-bottoms from the southern basin of
the Mar Menor lagoon influenced by historical mining
activities. The concentration of metals in sediments and metal
bioavailability were assessed through different approaches:
(i) toxicity testing employing amphipods and sea urchin,
(if) accumulation measurements in the seagrass Cymodocea
nodosa, (iii) physicochemical analyses measuring acid volatile
sulfides and simultaneously extracted metals, and (iv) the
study of benthic communities.

Materials and methods
Sampling stations and study area

Sampling stations were selected in the southern basin of the
lagoon, with similar salinity and confinement ranges to
minimize possible differences in structure and composition
between populations due to the natural gradient characteristics
of coastal lagoons. The location of the sampling sites and sta-
tions is shown in figure 1. Station UR (Los Urrutias) receives
diffuse stormwater inputs and is influenced by the temporary
Miranda stream located several hundreds of meters to the
north. Station BW (Beal wadi) is located at the outlet of the
temporary Beal stream historically employed to discharge
mining wastes, and because of the existence of mine tailings in
its head-area, great quantities of metals are introduced into the
lagoon when torrential rains occur. Station PW (Ponce wadi),
situated in the mouth of the temporary Ponce stream, shorter
than Beal, channels the rainwater from mined areas where old
mining wastes exist. Station PH (Playa Honda) is located near
an urban area and a salt mine, midway between both wadis and

*
Reference
(Encafizadas)

Mar Menor
Lagoon

80
UR

Palos
Cape

Figure 1. Map of the study area and location of the sampling stations.
Figura 1. Mapa del &rea de estudio y localizacion de los puntos de muestreo.
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de toxicidad. La biodisponibilidad de los metales se determind
también estudiando la bioacumulacion de metales en diferentes
fracciones (hojas, tallos y raices) y en el biofilm de las hojas de
la fanerégama marina Cymodocea nodosa (Ucria) Aschers
Con el fin de determinar los efectos de los residuos mineros en
las comunidades bentdnicas del Mar Menor, se emplearor
descriptores clasicos junto con andlisis multivariantes para
distinguir el estrés antrdpico de los eventos naturales.

El proposito del presente estudio fue evaluar la calidac
ambiental de los fondos blandos de la cuenca sur de la laguna
del Mar Menor influenciada por actividades mineras historicas.
La concentracion de metales en sedimentos y su biodisponibili-
dad fueron valoradas por medio de varias aproximaciones: (i)
pruebas de toxicidad empleando anfipodos y erizos marinos,
(ii) medidas de acumulacién en la faner6gama marina
Cymodocea nodosa, (iii) analisis fisicoquimicos midiendo los
sulfuros acidos volatiles y los metales extraidos simultanea-
mente, y (iv) estudio de las comunidades benténicas.

Material y métodos
Estaciones de muestreo y area de estudio

Las estaciones de muestreo fueron seleccionadas en Ia
cuenca sur de la laguna con salinidad y grado de confinamientc
similares, con el propdsito de minimizar cualquier posible dife-
rencia en la estructura y composicién entre poblaciones debido
a gradientes naturales caracteristicos de las lagunas costeras.
La localizacion de los puntos de muestreo y las estaciones se
muestran en la figura 1. La estacion UR (Los Urrutias) recibe
entradas difusas durante los episodios de lluvias y se encuentra
influenciada por la rambla de Miranda, localizada varios cien-
tos de metros al norte. La estacién BW se encuentra localizada
en la desembocadura de la rambla del Beal, histéricamente
utilizada para descargar los desechos mineros y debido a Ia
existencia de residuos mineros en su cabecera, gran cantidad de
metales son introducidos en la laguna durante las Iluvias
torrenciales.

La estacion de la rambla de Ponce (PW), situada en la des-
embocadura de la rambla de la que recibe el nombre y mas
corta que la del Beal, canaliza el agua de lluvia de antiguas
zonas mineras donde existen restos de la mineria. La estacién
PH (Playa Honda) esta situada cerca de un area urbanizada y
de unas salinas, a media distancia entre las estaciones de las
ramblas y la estacion Cl, seleccionada como referencia en I
cara norte de la Isla del Ciervo y localizada en la cuenca sur de
la laguna costera, lejos de la influencia de las ramblas. Une
segunda estacion en el lado sur de la Isla del Ciervo (ClI) fue
seleccionada como segunda estacion de referencia para los
estudios de bioacumulacion y de fauna. Para las pruebas de
toxicidad con anfipodos seleccionamos una estacion de
referencia adicional en el canal de las Encafiizadas, donde el
anfipodo M. gryllotalpa era abundante. El canal de las
Encafiizadas, que permite la comunicacién de las aguas de I
laguna con el Mediterraneo, presenta caracteristicas muy
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station Cl, selected as reference in the north side of El Ciervo
Island, situated in the southern basin of the coastal lagoon and
far from the influence of both temporary streams. A second
station on the south side of El Ciervo Island (CII) was selected
as a second reference station for bioaccumulation and infaunal
measurements. For toxicity assays with amphipods we selected
an additional reference station in the Encafiizadas channel
where the amphipod M. gryllotalpa was abundant. The
Encafiizadas channel, which permits the communication of the
lagoon waters with the Mediterranean Sea, presents very dif-
ferent characteristics compared with the other sites selected in
the southern basin, so its faunal distribution was not studied.

Collection of sediment, plants and organisms

Sediment samples were collected with a hand-grab, taking
the top 5 cm of the surface, and stored in 0.5-L polyethylene
jars. Prior to sample collection and between uses, all the
containers used for the collection and storage of sediments
were thoroughly cleaned with acid (10% HNO,). All samples
were transported refrigerated to the laboratory to be stored in
the dark at 4°C, and subsampled for chemical quantification
and toxicological characterization. Before testing, the sediment
samples were homogenized and sieved, discharging large
pieces of debris and potential predators. For the benthic
infaunal samples (n = 4), an area of 0.09 m? was sampled, col-
lecting the superficial 5 cm of the sediment with a hand-grab.
Organisms were removed by wet-sieving at the study site with
a 0.5-mm mesh, and preserved with 10% buffered formalin.
Adults of the sea urchin species (A. lixula, P. lividus and S.
granularis) were obtained by scuba diving in an unpolluted
area of the Mediterranean Sea far from the lagoon (El Fraile
Island, Aguilas). In the laboratory, the sea urchins were kept in
glass aquaria with flowing natural seawater until used, and
supplied with macroalga from their collection site as food. The
amphipods (M. gryllotalpa and S. sabatieri) were collected
from Las Encafiizadas and El Ciervo island, respectively, two
areas located within the coastal lagoon and selected as
reference for the amphipod toxicity testing. Organisms were
transported in polyethylene buckets containing collection site
sediment and water, at a constant temperature. Before testing,
experimental organisms were acclimated to test conditions.

Toxicity

Short-term chronic toxicity tests were performed with
gametes of the sea urchins, according to the US Environmental
Protection Agency (1995). The sea urchin A. lixula was stimu-
lated to release gametes by touching the shell with steel
electrodes connected to a 35-V transformer (about 10 s each
time), whereas P. lividus and S. granularis were spawned by
injection of 5 mL 0.5 M KCI through the peristomal membrane
into the coelomic cavity. Four replicates were used per
treatment and approximately 400 fertilized eggs were added
to each test chamber. Experiments were conducted in a
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diferentes comparadas con las del resto de los puntos
seleccionados en la cuenca sur, por lo tanto, no se estudio la
distribucion de su fauna.

Recogida de sedimentos, plantas y organismos

La muestras de sedimento fueron recogidas con una draga
de mano, tomando los 5 cm superficiales y almacenandolos en
botes de polietileno de 0.5 L. Antes de la recogida de muestras
y entre usos, todos los recipientes fueron lavados con acido
(HNO; al 10%). Las muestras fueron refrigeradas durante su
transporte al laboratorio, donde fueron almacenadas en la oscu-
ridad a 4°C y subdivididas para los analisis quimicos y la
caracterizacion toxicoldgica. Antes de las pruebas de toxici-
dad, las muestras de sedimento fueron homogeneizadas y
tamizadas, descartando grandes restos vegetales o depredado-
res potenciales. Las muestras para estudiar la estructura de la
fauna bentonica fueron recolectadas con una draga de mano de
0.09 m?, tomando los primeros 5 cm del sedimento (n = 4).
Para facilitar la separacion de los invertebrados, las muestra
fueron tamizadas con una malla 0.5 mm de luz y fijadas con
formaldehido tamponado al 10%. Los erizos adultos de las
especies A. lixula, P. lividus y S. granularis fueron recogidos
buceando en un area no contaminada del Mediterraneo lejos de
la laguna (lsla del Fraile, Aguilas). En el laboratorio los erizos
fueron mantenidos en acuarios y alimentados con algas hasta
su utilizacién. Los anfipodos M. gryllotalpa y S. sabatieri
fueron recolectados en Las Encafizadas y la Isla del Ciervo,
respectivamente, dos areas localizadas dentro de la laguna y
seleccionadas como referencias para los bioensayos con
anfipodos.

Los organismos fueron transportados en contenedores de
polietileno junto con sedimento y agua del lugar de recolec-
cion. Antes de las pruebas de toxicidad los organismos fueron
aclimatados a las condiciones de las mismas.

Toxicidad

Se realizaron bioensayos de toxicidad con larvas de erizos
siguiendo las recomendaciones de US Environmental Protec-
tion Agency (1995). El erizo A. lixula fue estimulado para
liberar los gametos tocando la piel con dos electrodos conecta-
dos a un transformador de 35 V (aproximadamente 10 s cada
vez). En los erizos P. lividus y S. granularis la liberacién de
gametos fue estimulada con una inyeccion de 5 mL de KCI 0.5
M, a través del peristoma dentro de la cavidad celémica. Se
utilizaron cuatro réplicas por tratamiento y aproximadamente
400 huevos fertilizados eran introducidos en cada réplica. Los
experimentos fueron realizados en una cadmara de incubacién
(ASL-Snijders) con temperatura constante de 20 + 0.5°C y
fotoperiodo de 16 h/:8 h luz:oscuridad. Los bioensayos finali-
zaban cuando los embriones de los tubos controles alcanzaban
la etapa larval de pluteus con los cuatro brazos totalmente
desarrollados, siendo fijado cada tubo con formaldehido tam-
ponado. Los tiempos de exposicion variaron de 28 h para P.
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constant temperature chamber (ASL-Snijders) at 20 + 0.5°C,
with a 16-h/8-h light/dark photoperiod. Tests were finished
when control embryos reached fully developed four-arm plu-
teus larval stage, each test tube being fixed with buffered
formalin. The exposure period varied from 28 h for P. lividus to
38 h for A. lixula and S. granularis. Using a microscope, the
first 100 embryos encountered in each tube were counted for
normal or abnormal development. Reference toxicant tests
were conducted with each batch of organisms using sodium
dodecyl sulfide (C,,H,sNaSO,). At the beginning and the end
of every test, temperature, salinity, dissolved oxygen, pH and
ammonia were measured, to ensure the acceptability of the
tests. Sediment-water interface toxicity tests involved whole-
sediment exposures in 15-mL polystyrene tubes, introducing 2
mL of whole-sediment sample using a syringe with the head
cut-off and 8 mL of control water (added with care to minimize
resuspension), following the procedures of Cesar et al. (2004).
Sediments were allowed to settle overnight and a membrane
(0.45 pum) was placed on the water-sediment interface. Control
sediment consisted of commercially, washed, fine-grain,
chemically pure sea sand (PANREAC 211160).

Static 10-day exposures with the estuarine amphipods, M.
gryllotalpa and S. sabatieri, were conducted according to
methods detailed in the testing manual of the US Environmen-
tal Protection Agency (1994). The test chambers consisted of
1-L polyethylene jars. Five replicate test chambers were used
per treatment, with each replicate receiving 10 healthy,
randomly selected amphipods. After the exposure period at
20 + 0.5°C, the test organisms were sieved from the sediment,
and the survivors were transferred into beakers with clean
control sediment to count the number of animals that were not
able to rebury. The measured endpoints were mortality and
sublethal effects, including the inability to rebury and immobi-
lization. Temperature, salinity, dissolved oxygen, pH and
ammonia were measured at the beginning and at the end of the
test. During the development of the whole-sediment toxicity
test, 48-h water-only reference toxicity tests using sodium
dodecyl sulfide were performed to assess the state of health of
the field-collected organisms.

Seagrass metal accumulation

In order to evaluate whether the metal contents in sedi-
ments were bioavailable to rooted aquatic plants in the field,
we analyzed metal concentrations in the seagrass C. nodosa.
Sediment and macrophyte samples were collected by snorkel
diving. Entire plants and the top 5 cm of sediments were col-
lected at stations BW, PW, CI and CII, where the phanerogam
grows to form seagrass beds. The plant material was placed in
clean polythene bags and transported to the laboratory on ice.
In the laboratory, phanerogam leaves were scraped with a glass
slide to separate the particulate material, extracellular poly-
meric substances and the epibionts that form the biofilm on the
leaf surface. In the rest of the plant tissues, the adhering
particulate material and sediments were removed rubbing off
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lividus a 38 h para A. lixula y S. granularis. Los 100 primeros
embriones sacados de cada tubo eran examinados utilizando un
microscopio optico para cuantificar los embriones con desarro-
llo normal o anormal. Se realizaron bioensayos con sustancias
de referencia para valorar la sensibilidad de cada lote de
organismos empleando sodio dodecil sulfato (C,,H,sNaSO,).
Al inicio y final de cada ensayo se median temperatura,
salinidad, oxigeno disuelto, pH y amonio para asegurar la
aceptabilidad de los ensayos. Los bioensayos de interfase agua-
sedimento se realizaron en tubos de ensayo de poliestireno de
15 mL, introduciendo 2 mL de sedimento con una jeringuilla y
8 mL de agua control, siguiendo el procedimiento descrito por
Cesar et al. (2004). Los tubos se dejaban reposar durante toda
la noche y se colocaba una malla (0.45 um) en la superficie del
sedimento. Se utilizaron sedimentos control que consistian en
arena comercial quimicamente pura (PANREAC 211160).

Los ensayos de 10 dias de duracién con los anfipodos
M. gryllotalpa y S. sabatieri fueron realizados siguiendo los
protocolos descritos en el manual de toxicidad del US Environ-
mental Protection Agency (1994). Las cdmaras de incubacion
consistian en recipientes de polietileno de 1 L en los que se
introducian 10 anfipodos seleccionados al azar. Se utilizaror
cinco réplicas por cada tratamiento Una vez finalizado el
periodo de exposicion a 20 + 0.5°C, los anfipodos eran tamiza-
dos y transferidos a otro recipiente con sedimento control para
probar si los animales eran capaces de enterrarse de nuevo. La
medida final obtenida fue mortalidad junto con efectos suble-
tales como incapacidad para enterrarse o inmovilidad. Se
midieron los parametros de calidad del agua: temperatura, sali-
nidad, oxigeno disuelto, pH y amonio al inicio y al final de
cada ensayo. Durante el desarrollo de los ensayos de toxicidad
con sedimento se realizaron bioensayos de 48 h con agua de
referencia utilizando la sustancia de referencia sodio dodecil
sulfato (SDS) para evaluar el estado de salud de los anfipodos.

Bioacumulacion

Con el fin de determinar si los metales de los sedimentos se
encontraban biodisponibles para las plantas acuéticas, analiza-
mos las concentraciones de metales en la fanerdégama marina
C. nodosa. Las muestras de sedimentos y plantas fueron reco-
gidas por buceadores, tomando plantas enteras y los 5 cm
superficiales de sedimento en las estaciones donde crece la esta
fanerdgama (BW, PW, CI y CII). Las muestras vegetales se
transportaron con hielo al laboratorio en bolsas de politeno. En
el laboratorio, las hojas eran raspadas con un portaobjetos de
cristal para separar el material particulado, las substancias poli-
méricas extracelulares y los epibiontes que forman el biofilm
sobre la superficie de las hojas. En el resto de tejidos de la
planta, el material particulado adherido y los sedimentos fue-
ron separados frotando los tejidos con un cepillo de dientes
blando, posteriormente los tejidos eran lavados con acido
nitrico ultrapuro (aproximadamente al 2%) y enjuagados con
agua destilada. Las plantas eran divididas en las siguientes
fracciones: raices, tallos y hojas. Cada muestra era secada &



Ciencias Marinas, Vol. 31, No. 2, 2005

the tissues with a soft toothbrush, washing them with ultrapure
nitric acid (approximately 2%) and then rinsing with distilled
water. Plants were divided into the following fractions: roots,
rhizomes and leaves. Each sample was dried at 60°C until con-
stant weight. Prior to digestion, samples were powdered in a
porcelain mortar and homogenized. Digestions were carried
out in triplicate on the homogenized total-sediment and plant
fraction. About 0.2 g of sample was digested, adding 1 mL of a
nitric, perchloric and sulphuric acid mixture (8:8:1). Samples
were heat-digested by a stepwise increase in temperature to
380°C until total evaporation, and then rediluted with
deionized water in an ultrasonic bath, acidified with suprapure
hydrochloric acid. The concentrations of Zn, Pb, and Cd were
measured polarographically by anodic stripping voltammetry
(Metrohm 646 VA Processor) with hanging mercury drop.
Quality assurance procedures included the use of the certified
reference material NIST 1577b (bovine liver). Mean recovery
for selected metals was higher than 90%.

Physicochemical analyses

Measurements of pore-water salinity were made using a
multiparametric recorder (WTW, MultiLine P4) extracting the
interstitial water by sediment centrifugation. Sediment particle
size distribution was determined by mechanical dry sieving
(Buchanan, 1984). Samples of oven-dried sediments were
sieved through a stacked set of graded sieves within the range
2000-62 pum. The percentage of organic matter was determined
as the percentage of weight lost upon ignition of dry sediment
in a muffle furnace (6 h at 450°C). The dried sediments were
finely ground and carefully sieved through a 63-pum stainless
steel mesh. Total organic carbon content was determined with
an elemental analyzer (Carlo Erba Instruments, EA1108)
following sample preparation with 1 N HCI to decompose
carbonates (Verdardo et al., 1990). Sediment samples for the
acid volatile sulfide (AVS) and simultaneously extracted
metals (SEM) were frozen without airhead space, to minimize
sulfide oxidation. Sediment samples (n = 4) were analyzed for
AVS by a cold-acid purge-and-trap technique described in
detail by Allen et al. (1993). The sediment solid-phase sulfide
was converted to hydrogen sulfide by adding hydrochloric
acid. The hydrogen sulfide was purged with nitrogen and
trapped in a NaOH solution and determined with an ion
selective silver/sulfide electrode (ThermoOrion, model 9616).
The sediment-water-hydrochloric acid slurry remaining in the
reaction flask was immediately filtered, and Zn, Cd, Pb and Cu
concentrations were measured by anodic stripping
voltammetry (Metrohm 646 VA Processor) with hanging
mercury drop. This SEM fraction is the most appropriate for
evaluating metal/AVS interactions in sediments (Allen et al.,
1993).

Benthic community analyses

Macrobenthic invertebrates were sorted from the sediment
with the help of a binocular magnifying glass and classified
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60°C hasta alcanzar un peso constante. Antes de la digestion,
las muestras de tejidos eran pulverizadas en un mortero de por-
celana y homogeneizadas. Las digestiones se realizaron por
triplicado. Aproximadamente 0.2 g de muestra eran digeridos,
afladiendo 1 mL de una mezcla de acidos nitrico, perclorico y
sulfdrico (8:8:1). Las muestras eran digeridas en caliente con
incrementos de temperatura hasta los 380°C hasta la evapora-
cidn total, entonces eran rediluidas con agua desionizada en un
bafio de ultrasonidos y acidificadas con acido clorhidrico
suprapuro. Las concentraciones de Zn, Pb y Cd eran analizadas
polarograficamente con un voltamperimetro de gota de mercu-
rio (Metronm 646 VA Processor). Los procedimientos para
asegurar la calidad de los analisis incluian el uso de material de
referencia certificado NIST 1577b. Para los metales seleccio-
nados el porcentaje de recuperacion fue mayor del 90%.

Analisis fisicoquimicos

Las medidas de la salinidad del agua intersticial fueron
realizadas utilizando una sonda multiparamétrica (WTW,
MultiLine P4) una vez extraida el agua intersticial del sedi-
mento por centrifugacion. La granulometria del sedimento fue
determinada tamizando el sedimento a través de una serie de
tamices dentro del intervalo 2000-62 pm (Buchanan, 1984). El
contenido en materia organica fue determinado como el por-
centaje de pérdida de peso del sedimento seco al introducirlo
en un horno 6 h a 450°C. El sedimento seco era tamizado a tra-
vés de una malla 63 pm para determinar el carbono orgéanico
total (TOC) con un analizador elemental Carlo Erba Instru-
ments (EA1108) después de un tratamiento de la muestra con
HCI 1 N para eliminar los carbonatos (Verdardo et al., 1990).
Las muestras de sedimento, para la determinacién simultanea
de los sulfuros acidos volatiles (AVS) y los metales (SEM),
fueron congeladas sin aire para minimizar la oxidacion de los
sulfuros. Las muestras de sedimento (n = 4) fueron analizadas
para AVS utilizando un destilador con &cido segun la técnica
descrita en detalle por Allen et al. (1993). Los sulfuros de los
sedimentos eran transformados en sulfuro de hidrégeno al afa-
dir &cido hidroclérico 6 M al recipiente de reacciéon. El sulfuro
de hidrégeno era purgado con nitrdgeno y atrapado en una
solucion NaOH 2 M. La cantidad de sulfuro fue determinada
con la ayuda de un electrodo de ion selectivo plata/sulfuro
(ThermoOrion, modelo 9616). El liquido acido que permanecia
en el recipiente de reaccion era filtrado inmediatamente y las
concentraciones de Zn, Pb y Cd fueron determinadas por
voltametria de &nodo con gota de mercurio (Metrohm 646 VA
Processor). Esta fraccion SEM es la més apropiada para eva-
luar las interacciones metal/AVS en los sedimentos (Allen et
al., 1993).

Analisis de las comunidades benténicas
Los macroinvertebrados fueron separados del sedimento

con la ayuda de una lupa binocular. La fauna, una vez sepa-
rada, fue clasificada y preservada en alcohol al 70%. Las
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into major constituent taxa. Taxonomic identifications were
then performed to the lowest possible level. The structure of
the benthic community was analyzed in terms of species com-
position and abundance, diversity and evenness. The following
descriptive community parameters were calculated for each
sample (n = 4) and then summarized for each station: total
abundance, species richness (Margelef’s d), Shannon-Wiener
diversity (log,, H’), evenness (Pielou’s J) and Simpson’s
dominance index (S). The numerical contribution of major
taxonomic groups (Polychaeta, Mollusca, Crustacea) was
calculated as the proportion of abundance of a taxon to total
abundance for each sample and station; mean proportions were
also determined and expressed as percentages.

Data analyses

Data from the toxicity tests, expressed as percentage of
amphipod survival and normally-developed sea urchin larvae,
were analyzed using the Toxstat® V.3.3 statistical program
(Gulley et al., 1991). Sea urchin results were arc sine root
transformed prior to statistical analysis. Data were analyzed for
normality and homogeneity of variances with Shapiro-Wilk’s
test and Hartley’s test, respectively. Once data passed these
tests, they were subjected to Dunnet’s test (ANOVA, P < 0.05).
The ECs,-48 h values for the amphipod sensitivity tests were
calculated with the statistical program Trimmed Spearman-
Karmber, applying Abbott’s correction (Hamilton et al., 1977).
The 1Cy, values for the sea urchin reference toxicant test were
estimated with the 1Cp method (US Environmental Protection
Agency, 1993). Data from the seagrass bioaccumulation were
log transformed and later subjected to Dunnet’s test (ANOVA,
P < 0.05) to check differences in metal accumulation between
stations.

The survival in toxicity bioassays and field abundance of
S. sabatieri were correlated by the Spearman correlation
analysis. The descriptive analyses applied to the infaunal data
and the multivariate analyses were performed using the
PRIMER (Plymouth Routines in Multivariate Ecological
Research, v5) software package (Clarke and Gorley, 2001;
Clarke and Warwick, 2001). In order to determine faunal
similarities between stations, further comparisons were made
using a multivariate ordination technique: non-metric multidi-
mensional scaling (MDS) based on the pooled data with the
Bray-Curtis similarity index (Clarke, 1993).

Bray-Curtis similarity matrices were derived using fourth
root transformation to absolute abundance data. MDS was used
to derive a two-dimensional ordination of sites. Associations
between environmental variables and patterns of multivariate
community composition were explored using the BIOENV
procedure (Somerfield et al., 1994), which exhaustively
searches for the combination of environmental variables that
produces the similarity matrix most highly correlated to the
similarity matrix of sites based on the biota. Environmental
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identificaciones taxondmicas se realizaron al nivel méas bajc
posible. La estructura de las comunidades bentdnicas fue anali-
zada en términos de composicion de especies y abundancia,
diversidad y equitatividad. Se calcularon los siguiente parame-
tros descriptivos de la comunidad para cada muestra (n = 4),
resumiéndolos para cada estacion: abundancia total, riqueza de
especies (indice de Margelef, d), diversidad de Shannon-
Wiener (log,, H'), equitatividad (indice de Pielou, J) y el indice
de dominancia de Simpson (S). La contribucién numérica de
los mayores grupos taxonémicos (poliquetos, moluscos Yy
crustaceos) fue calculada como la proporcién de abundancia de
un taxén entre la abundancia total de la muestra y la estacion;
las proporciones medias fueron también determinadas Y
expresadas como porcentajes.

Anélisis de los datos

Los datos de los ensayos de toxicidad, expresados comc
porcentaje de supervivencia de anfipodos y larvas de erizos
normalmente desarrollados, fueron analizados utilizando el
programa estadistico Toxstat® V.3.3 (Gulley et al., 1991). Los
resultados de los ensayos de erizos eran transformados
aplicando el arco seno de la raiz cuadrada antes del analisis
estadistico. Los datos fueron analizados para comprobar su
normalidad y homogeneidad de varianza con los tests de
Shapiro-Wilk y Hartley respectivamente. Una vez que los
datos pasaban las pruebas mencionadas, éstos eran posterior-
mente sometidos a un test de Dunnet (ANOVA, P < 0.05). Los
valores EC5,-48 h para los ensayos de sensibilidad con anfipo-
dos fueron calculados con el programa estadistico Trimmed
Spearman-Karmber, aplicando la correccion de Abbott
(Hamilton et al., 1977). Los valores 1Cy, para los ensayos con
erizos con sustancia de referencia fueron estimados con el
método ICp (US Environmental Protection Agency, 1993). Los
datos de bioacumulacidn en la planta fueron logaritmicamente
transformados y posteriormente sometidos al test de Dunne
(ANOVA, P < 0.05) para determinar diferencias en la acumula-
cion de metales entre estaciones.

Los bioensayos de toxicidad y las abundancias encontradas
del anfipodo S. sabatieri en las estaciones de muestreo fueron
correlacionadas mediante un andlisis de correlaciones de
Spearman. Los andlisis descriptivos y los multivariantes
aplicados a la fauna bentdnica fueron realizados utilizando el
programa estadistico PRIMER (Plymouth Routines in Multiva-
riate Ecological Research, v5) (Clarke y Gorley, 2001; Clarke
y Warwick, 2001). Con el propdsito de investigar las similitu-
des faunisticas entre estaciones se utilizd una técnica de
ordenacion multivariante no paramétrica (MDS) basada en |z
matriz de datos originales a la que se habia calculado el indice
de similitud de Bray-Curtis (Clarke, 1993). Las matrices de
similitud de Bray-Curtis fueron obtenidas de los datos origina-
les, mismos que se transformaron a raiz cuarta. Para producir
una ordenacion en dos dimensiones de las estaciones de estu-
dio se utilizo6 el MDS. Las asociaciones entre variables
ambientales y los patrones de la composicién multivariante de
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similarity matrices were calculated using normalized Euclidian
distance and correlations were calculated using the harmonic
Spearman rank correlation coefficient.

Multivariate relationships between the sediment physico-
chemical parameters were evaluated using correlation-based
principal components analysis (PCA). Associations were eval-
uated between the eight sediment physicochemical variables
(fine fraction, organic matter, total organic carbon content, and
Zn, Pb, Cu, Cd and AVS concentrations). A component loading
cut-off of 0.40 was used to select variables for inclusion in fac-
tors, based on suggestions by Tabachnick and Fidell (1996).

Results
Toxicity
Sea urchins

The embryo-larval bioassays showed consistent and similar
patterns of toxicity between the three equinoderm species
employed. The results, summarized in figure 2, show that,
except for S. granularis at station CI , all stations presented
significant differences (Dunnet’s test, P < 0.05) from the refer-
ence for all three species of sea urchins. The results indicated
toxicity moving from the sediments to the water column, with
consequent adverse effects on sea urchin embryo development.
Generally, S. granularis was the species that presented the
highest percentage of normally-developed pluteus larvae at

Sea urchins water-sediment interface toxicity test
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Figure 2. Percentage of normal pluteus larvae (% pluteus) of the sea
urchins Arbacia lixula, Paracentrotus lividus and Sphaerechinus granularis
in water-sediment interface toxicity tests. The control sediment consisted of
commercial, washed, fine-grain, chemically pure sea sand (PANREAC
211160).

Figura 2. Porcentaje de larvas pluteus normalmente desarrolladas (%
pluteus) de los erizos Arbacia lixula, Paracentrotus lividus y Sphaerechinus
granularis en las pruebas de toxicidad con la interfase agua-sedimento. El
sedimento control consisti en arena de mar comercial de grano fino,
lavada, quimicamente pura (PANREAC 211160).
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la comunidad fueron explorados utilizando el procedimiento
BIOENV (Somerfield et al., 1994), el cual busca exhaustiva-
mente la combinacién de variables ambientales que produzca
la matriz de similitud més altamente correlacionada con la
matriz de similitud de los sitios basados en la biota. Las
matrices de similitud ambiental fueron calculadas utilizando
distancias Euclideanas normalizadas y las correlaciones
empleando el coeficiente de correlacion armoénico de
Spearman.

Las relaciones multivariantes entre los parametros fisico-
quimicos del sedimento fueron evaluadas utilizando un analisis
de componentes principales (PCA). Las asociaciones fueron
evaluadas entre las ocho variables fisico-quimicas del sedi-
mento (fraccién de finos, materia organica, contenido de
carbono orgéanico y concentraciones de Zn, Pb, Cu, Cd y AVS).
Se utiliz6 un componente de corte de 0.40 para seleccionar las
variables para la inclusion en factores basandose en las reco-
mendaciones de Tabachnick y Fidell (1996).

Resultados
Toxicidad
Erizos

Los bioensayos de toxicidad con erizos presentaron resulta-
dos similares con las tres especies empleadas. Todas las
estaciones, excepto la Cl para S. granularis, presentaron dife-
rencias significativas (test de Dunnet, P < 0.05) con respecto a
la estacion de referencia. Estos resultados indican que la toxici-
dad de los sedimentos pasa a la columna de agua afectando
negativamente a los embriones de erizos. Generalmente S.
granularis fue la especie que presentd mayor porcentaje de lar-
vas pluteus normalmente desarrolladas en cada estacion. La
ICy, para A. lixula, P. lividus y S. granularis en los tests de sen-
sibilidad con SDS fue de 1.63 mg L (+ SD 0.23), 1.71 mg L
(+ SD 0.28) y 1.87 mg L* (+ SD 0.01) respectivamente,
concentraciones similares a las encontradas por Cesar et al.
(2002).

Anfipodos

Los bioensayos con sedimento empleando ambas especies
de anfipodos presentaron patrones de toxicidad similares entre
si y a los obtenidos con los bioensayos con larvas de erizos.
Todas las estaciones, excepto la Isla del Ciervo (Cl), presenta-
ron diferencias significativas con respecto a la estacion de
referencia (test de Dunnet, P < 0.05). Para M. gryllotalpa el
porcentaje medio de mortalidad durante los 10 dias de duracion
del test oscild entre 2—-8% en las estaciones Cl y de referencia,
y 46-54% en las estaciones PW y BW (fig. 3). EI maximo
porcentaje de mortalidad para el anfipodo S. sabatieri fue
registrado en la estacion BW (88%). EL valor medio de la
concentracion de efecto (ECs,) en las pruebas con toxico de
referencia empleando SDS fue de 2.98 mg L (£ SD 0.26) para
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every station. The 50% inhibiting concentrations (ICy,) for A.
lixula, P. lividus and S. granularis in the reference toxicity tests
with sodium dodecyl sulfide were 1.63 mg L= (+SD 0.23),
1.71 mg Lt (+SD 0.28) and 1.87 mg L (£SD 0.01), respec-
tively, similar concentrations to those obtained by Cesar et al.
(2002).

Amphipods

Whole-sediment bioassays with both species of amphipods
showed similar toxicity patterns to those obtained with equino-
derm embryo-larval bioassays. All stations, except for El
Ciervo Island (CI), presented significant differences (Dunnet’s
test, P < 0.05) from the reference for both species of amphi-
pods. For M. gryllotalpa, the mean percentage of amphipod
mortality during the 10-day amphipod toxicity test ranged from
2-8% in the reference and CI stations to 46-54% at stations
PW and BW (fig. 3). For S. sabatieri, the maximum percentage
of amphipod mortality (88%) was observed at station BW.
The effect concentration (ECs,) mean value for the 48-h water-
only reference toxicant tests with sodium dodecyl sulfide was
2.98 mg L (+SD 0.26) for M. gryllotalpa, similar to that
found by other authors (Cesar et al., 2000, 2002) and to that
obtained for S. sabatieri, which presented a mean ECs, value of
3.10 mg L-* (+SD 0.09).

Seagrass metal accumulation

Cymodocea nodosa plants collected from the Mar Menor
lagoon contained Zn, Pb and Cd, indicating their bioavailabil-
ity to rooted aquatic plants. The metal concentrations in roots,
rhizomes, leaves and leaf-biofilm are represented together with
total sediment metal concentrations (fig. 4). There were signif-
icant differences (Dunnet’s test, P < 0.05) in each plant fraction
metal concentration between sampling stations. Stations BW
and PW located at the outlets of both desert streams presented
the highest metal contents in sediments and in the different
plant fractions analyzed, the former being the station that
showed the highest concentrations. Both reference stations (ClI
and CII) presented similar metal concentrations in the different
plant fractions analyzed. Except for station BW, where the Pb
concentration was higher in roots than in the surrounding sedi-
ment, the metal concentrations determined in the sediments
were higher than in the plant fractions (leaves, rhizomes and
roots) for the three metals determined. The highest metal con-
centrations in plants from polluted stations were found in the
leaf biofilm (3913 + 326 ug Zn/g d.w. and 1568 + 191 mg Pb/g
d.w. for station BW, and 12489 + 2592 ng Cd/g d.w. for station
PW), possibly due to its ability to form complexes between
metals and the extracellular polymeric substances that form the
biofilm.

Different patterns were observed in plant metal concentra-
tions between both wadis stations (BW and PW) for all three
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Amphipods whole-sediment toxicity test
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Figure 3. Percentage of survival of the amphipods Microdeutopus
gryllotalpa and Siphonoecetes sabatieri in whole-sediment toxicity tests.
Reference stations correspond to the amphipod collection site.

Figura 3. Porcentaje de supevivencia de los anfipodos Microdeutopus
gryllotalpa y Siphonoecetes sabatieri en las pruebas de toxicidad con
sedimento. Las estaciones de referencia corresponden con el lugar de
recoleccion de los anfipodos.

M. gryllotalpa, similar a lo obtenido por otros autores (Cesar e
al., 2000, 2002) con esta misma especie y a lo obtenido con
S. sabatieri, el cual mostro ECy, medio de 3.10 mg L (+ SD
0.09).

Bioacumulacioén

Las plantas de C. nodosa recogidas del Mar Menor conte-
nian Zn, Pb y Cd indicando la biodisponibilidad de los mismos
para plantas acuaticas. Las concentraciones de metales en
raices, tallos, hojas y en el biofilm de las hojas, estan represen-
tadas junto con las concentraciones totales en los sedimentos,
en la figura 4. Las concentraciones de metales en cada fraccion
de la planta presentaron diferencias significativas (test de
Dunnet, P < 0.05) entre las estaciones muestreadas. Las esta-
ciones BW y PW, localizadas en la desembocadura de ambas
ramblas, presentaron los mayores contenidos de metales en
sedimentos y en las fracciones de la planta analizadas, siendc
BW la estacion que present6 los mayores valores. Ambas esta-
ciones de referencia (Cl y CII) presentaron concentraciones de
metales similares en cada fraccion de planta analizada. A
excepcion de la estacion BW, donde la concentracion de plomc
fue mayor en las raices que en los sedimentos, las concentra-
ciones de metales determinadas en los sedimentos fueron
mayores que en las fracciones de la planta (hojas, tallos y
raices) para los tres metales analizados. La mayor concentra-
ciones de metales en las plantas de las estaciones contaminadas
fue encontrada en el biofilm de las hojas (3913 + 326 mg Zn/g
p.s. y 1568 + 191 mg Pb/g p.s. para la estacion BW, y 12489 +
2592 ng Cd/g p.s. en la estacion PW), posiblemente debido a
su habilidad para formar complejos entre los metales y los
polimeros extracelulares que forman el biofilm.
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metals studied, the highest plant metal content being found in
the roots from station BW, but in the leaves from station PW.
The metal content in the rhizomes was lower than in the leaves
and roots for every station and metal studied.
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Figure 4. Concentration of Zn, Pb and Cd in different fractions of
Cymodocea nodosa (roots, rhizomes, leaves and leaf-biofilm) and total
concentration in sediments.

Figura 4. Concentracién de Zn, Pb y Cd en diferentes fracciones de
Cymodocea nodosa (raices, tallos, hojas y biofilm de las hojas) y
concentracion total en sedimentos.
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Para los tres metales estudiados se observaron patrones
diferentes en las concentraciones de metales entre ambas
estaciones de las ramblas (BW y PW); el mayor contenido en
metales de la planta fue encontrado en las raices de la estacion
BW, mientras que en la estacion PW éste correspondia a
las hojas. La concentracion de metales en los tallos fue
menor que en hojas y raices para todas las estaciones y metales
investigados.

Analisis fisicoquimicos

Los analisis granulométricos mostraron que los sedimentos
estaban principalmente compuestos por arenas finas (tabla 1).
La estacion BW, localizada en la desembocadura de la rambla
del Beal, presento los contenidos més altos en limos y arcillas
(10.5%), con un porcentaje similar a la estacion Cll (8.4%). La
materia organica varié entre 2.23% y 8.17% del sedimento
seco en las estaciones PH y BW, respectivamente, presentando
esta Ultima el contenido en carbono organico maés alto. La
estacion BW presentd los mayores niveles de metales en los
sedimentos medidos de forma simultanea a los sulfuros; sin
embargo, la mayor concentracion de AVS fue observada en la
estacion PW. La relacion SEM-AVS fue positiva en PH, UR,
PW y BW, siendo acusadamente mayor en esta Gltima estacion.
Las estaciones ClI, Cll y la estacion de referencia presentaron
valores negativos.

La aplicacion del analisis PCA a las variables del sedi-
mento identifico tres nuevas variables o factores principales
que explicaron 90.7% de la varianza en los datos originales. La
primera variable, PC1, fue predominante y abarc6 47.5% de la
varianza. Este factor combinaba las concentraciones de Zn, Pb,
materia orgénica y contenido en limos-arcillas del sedimento.
La segunda variable, PC2, abarc6 29.4% de la varianza y com-
binaba las concentraciones de Cu y Cd extraidos de forma
simulténea a los sulfuros. La tercera variable, PC3, abarcd el
13.8% de la varianza y era una combinacion de AVS y el conte-
nido en carbdn organico.

El gréafico en dos dimensiones del PCA esta representado
en la figura 5, con las estaciones ordenadas a lo largo del
primer eje segln las concentraciones de Zn y Pb, la materia
organica y el contenido en finos. Todas las muestras de la esta-
cion BW presentaron valores de PC1 mayores a 3.5, lo que
indica que se encuentran severamente contaminadas con cinc y
plomo, y que también presentan un alto contenido en sedimen-
tos finos y materia organica.

Las estaciones Cl y CII presentaron valores de PC1 y PC2
cercanos a 0, sefialando niveles de metales bajos o moderados.
Sin embargo, las estaciones BW, PW y UR, con puntuaciones
PC2 entre 1 y 2 tuvieron niveles moderados de Cu y Cd. Los
resultados del analisis PCA estuvieron en correspondencia con
los obtenidos en la ordenacion del anélisis MDS.

Analisis de las comunidades benténicas

Los resultados de los anélisis descriptivos se presentan en
la tabla 2, junto con la contribucion numérica de los mayores
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Table 1. Summary of sediment physicochemical analyses: pore-water salinity, percentage of fine sediments (<63 pm), percentage of organic matter (OM),
percentage of total organic carbon (TOC), concentration of metals extracted simultaneously to sulfides (Zn, Pb, Cu and Cd), total of simultaneously extracted
metals (SEM), acid volatile sulfide content (AVS) and the SEM-AVS molar difference (concentrations in umol g* dry sediment).

Tabla 1. Resumen de los andlisis fisicoquimicos del sedimento: salinidad del agua intersticial, porcentaje de sedimentos finos (<63 m), porcentaje de materia
organica (OM), porcentaje de carbono organico total (TOC), concentracion de metales extraidos simultaneamente a los sulfuros (Zn, Pb, Cu y Cd), metales
totales simultaneamente extraidos (SEM), contenido en sulfuros &cidos volatiles (AVS) y la diferencia molar SEM-AVS (concentraciones en pmol g
sedimento seco).

Sediment physico- UR BW PW PH Cl cll Reference
chemical parameters (Encafizadas)
Pore-water salinity (psu) 46.2+0.5 46 +0.7 454+0.9 46.2+0.5 455+0.7 46+0.3 43+1.2
<63 um (%) 0.4+0.19 10.5+£5.29 0.6 £0.10 0.2+0.12 0.16 £ 0.02 8.4+0.57 3.8+0.09
OM (%) 3.08+0.17 8.17+£0.32 243+041 2.23+£0.08 3.17+£0.14 3.05+0.03 4,99 +0.19
TOC (%) 0.85+0.03 1.60+0.24 138+005 090+0.01 1.16+0.08 1.29+061 1.51+0.07
Zn 6.37+£1.09 62.07+436 4.12+0.43 0.81+£0.02 1.14+0.14 0.97+0.23 0.01£0.004
Pb 6.62+0.21 4598+131 125+0.15 1.21+£0.09 0.29£0.01 0.25+0.04 0.007 £0.002
Cu 0.06 +£0.02 0.55+0.02 0.18+0.02 0.02+0.003 0.02+0.004 0.03+0.01 0.15+0.06
Cd 0.01£0.001 0.02+£0.01 0.005+0.001 0.002+0.0 0.003+0.001 0.004+0.001 0.0050.0
SEM 13.04+1.02 108.62+4.36 5.56+0.51 2.04£0.10 1.46+0.14 1.26 £ 0.27 0.17 £0.01
AVS 148 £0.67 2441272 546+ 1.10 0.50 £ 0.03 1.47+0.33 2.83+£0.97 0.55+£0.03
SEM-AVS 11.57+0.80 106.18+5.18 0.10+0.08 154+0.14 -0.02+0.02 -158+0.78 -0.38+0.54
Physicochemical analyses grupos taxonémicos. Los poliquetos constituyeron el grupc

taxondmico dominante en las estaciones proximas a las
The granulometric analysis indicated that sediments are ramblas (BW y PW), mientras que en las estaciones mas
mainly composed of very fine sands (table 1). Station BW  alejadas (CI, CIl y PH) los crustaceos fueron los predominan-
located at the mouth of Beal wadi presented the highest content ~ tes. La especie mas abundante fue el anfipodo S. sabatieri,
of fine-grained sediments, the percentage of silt-clay (10.5%) seguido de los poliquetos de la familia Cirratulidae, los bival-
being similar to that of station CllI (8.4%). The organic matter ~ vos Cerastoderma edule y Mytilaster minimus, y el isépodc
analysis ranged from 2.23% to 8.17% of dry sediment for =~ Sphaeroma serratum. En general todas las muestras del Mai
stations PH and BW, respectively, the higher organic carbon Menor contuvieron un bajo nimero de especies, presentandc
content corresponding to the latter station.
Station BW presented the highest sediment metal values for

the metals analyzed simultaneously to sulfides, whereas the 27
highest AVS concentration was observed at station PW. The s BWewn Bl B2
SEM-AVS relation was positive at PH, UR, PW and BW, being ;R%URFX ol aws
highest in the last station. Negative values were found at ClI, - O,EH"C.‘({:@Q ci2 B
Cll and the reference station. et
The application of factor analysis to the sediment variables =N
identified three new variables or principal factors, which g
explained 90.7% of the variance in the original data set. The
first new variable, PC1, was predominant and accounted for 3 Ref4
47.5% of the variance. This factor combined the chemical con- Refl
centrations of Zn, Pb, organic matter and silt-clay content. The 45 gfefam 7 : :
second new variable, PC2, accounted for 29.4% of the variance PC 1(Zn, Pb,OM, Fines)

and combined the concentration of Cu and Cd simultaneously
extracted to sulfides. The third new variable, PC3, accounted Figure 5. Principal component analysis (PCA) plot for stations UR, BW, PW,
for 13.8% of the variance and was a combination of the AVS PH, CI, Cll and Ref (Las Encafiizadas): 1, 2, 3 and 4 indicate the number of

sediment concentration and the total organic carbon content. rgphcate samp l.es for eact)_st_atmn. -
Figura 5. Gréfico del andlisis de componentes principales (PCA) para las

_ The tWO'_dimenSional PCA plot i_s repre_sented in_figure 5, estaciones UR, BW, PW, PH, CI, Cll y Ref (Las Encafiizadas): 1, 2, 3y 4
with the stations ordered along the first axis, according to Zn indican el nimero de la réplica para cada estacion.
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and Pb concentrations and organic matter and fine sediment
content. All the samples from BW had PC1 scores greater than
3.5, suggesting that they are severely contaminated by Zn and
Pb; they also presented a high content of fine-grained sediment
and organic matter. Stations Cl and CIl presented PC1 and PC2
values close to 0, indicating low or moderate levels of metals;
however, stations BW, PW and UR, with PC2 scores of
between 1 and 2, had moderate contamination levels of Cu and
Cd. The results of the PCA analysis are in accordance with
those obtained in the MDS ordination.

Benthic community analyses

The results of the descriptive analyses are shown in table 2,
together with the numerical contribution of the major taxo-
nomic groups. Polychaetes dominated at the stations affected
by the discharge of the desert streams (BW and PW), while
crustaceans predominated at those stations furthest from the
wadis (Cl, ClIl and PH). The amphipod S. sabatieri presented
the highest abundance. Other less abundant organisms were the
Cirratulidae polychaetes, the bivalves Cerastoderma edule and
Mytilaster minimus, and the isopod Sphaeroma serratum.

Biological communities of the Mar Menor lagoon are
composed of a low number of marine species and, typically, all
the stations exhibited low diversity. Stations Cl and CII pre-
sented the highest number of species, although station CI
showed the lowest diversity and evenness values and the
highest dominance due to the high abundance of the amphipod
Siphonoecetes sabatieri.

The two-dimensional MDS ordination (fig. 6), based on
invertebrate community composition, produced three groups of
sites (Bray Curtis similarity between groups of approximately
45%). One group contained the stations CI, Cll and PH, within
which replicates were consistently grouped, except replicate
ClI3 plotted outside the group. Another group included the
four replicates of station UR, and a third group consisted of the
two flood-way stations (BW and PW), whose replicates were
mixed and dispersed to the right side of the plot, presenting the
highest variability among replicates.

una baja diversidad. Las estaciones Cl y CIlI exhibieron el
mayor nimero de especies, aunque la estacion CI presentd los
valores de diversidad y equitatividad mas bajos y la mas alta
domin-ancia debido a la alta densidad del anfipodo Siphono-
ecetes sabatieri.

El anélisis MDS (fig. 6), basado en la composicion de las
comunidades de invertebrados, orden6 las estaciones en tres
grandes grupos (similitud Bray Curtis entre grupos de aproxi-
madamente 45%). El primer grupo contuvo las estaciones Cl,
Cll'y PH, cuyas réplicas se encontraron consistentemente agru-
padas, excepto ClI3 representada fuera del grupo. El segundo
grupo incluyd las cuatro réplicas de la estacion UR, y el tercer
grupo estuvo compuesto por las estaciones de las ramblas (BW
y PW) cuyas réplicas se encontraban mezcladas y dispersas en
el lado derecho del grafico, presentando la mayor variabilidad
entre réplicas.

El analisis BIOENYV obtuvo correlaciones dptimas entre las
ocho variables y la matriz bidtica. Las variables relacionadas
con las concentraciones de metales en los sedimentos fueron

bHo Stress: 0.16
s PHADH?
IC: PH1
ICll4 BWL
Ic4 ICh2,,, PWL
BWA BW3
Pw2
ICII3
URL BW2
UR2
UR3
UR4 PW4
PW3

Figure 6. Multidimensional scaling (MDS) ordination plot of benthic fauna
abundance data for stations UR, BW, PW, PH, Cl and ClI: 1, 2, 3 and 4
indicate the number of replicate samples for each station.

Figura 6. Gréfico de ordenacién MDS en dos dimensiones de los datos de
abundancia de fauna bentdnica para las estaciones UR, BW, PW, PH, Cl y
ClI: 1, 2, 3y 4 indican el nimero de la réplica para cada estacion.

Table 2. Mean values of the descriptive parameters for benthic communities at different stations.
Tabla 2. Valores medios de los parametros descriptivos de las comunidades benténicas.

Parameter UR BW PW PH Cl Chll
Number of species 7+3 4+1 7+4 5+2 9+2 11+2
Richness (Margalef, d) 1.81+0.16 1.10+0.56 1.77+1.03 0.63+0.41 1.42 £0.33 231+0.14
Diversity (Shannon-Wiener, H')  1.52 +0.08 1.03 +£0.57 1.24+£0.73 0.50+0.12 0.31+0.22 1.31+£0.34
Evenness (Pielou, J) 0.80+£0.07 0.71+£0.27 0.62+0.21 0.39+0.12 0.14+0.10 0.55+0.18
Dominance (Simpson, S) 0.28 +0.04 0.46 £ 0.29 0.47 +0.06 0.74 £ 0.06 0.89 £0.09 0.47+0.16
% Crustacea 35.8 6.9 11.6 94.4 66.1 84.8

% Mollusca 54.5 13.4 9.7 2.1 2.3 5.05
% Polychaeta 9.8 79.7 78.7 35 25.2 13.40
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The BIOENV analyses produced optimal correlations with
the biotic matrix involving eight variables. Variables related to
the metal concentrations in sediments best explained commu-
nity composition, with a maximum correlation of 0.371 for Pb
and Cu, followed by the three variables Zn, Pb and Cd with a
correlation of 0.364.

Discussion

Our results indicated that sediments from the southern
basin of the Mar Menor coastal lagoon are influenced by
historical mining activities developed in the adjacent
mountains and show high levels of metals. Sediments
influenced by the discharge of mining residuals through both
wadis (BW and PW) presented metal bioavailability to benthic
invertebrates (toxicity bioassays) and to marine phanerogams
(bioaccumulation). The highest sediment metal concentration
and toxicity levels were found in samples taken near the mouth
of Beal wadi (BW), where mining wastes were discharged
directly during mine exploitation. At present, due to the arid
climate of the area, when torrential rains occur the mining
wastes remaining in the mountains are introduced into the
lagoon through the Beal (BW) and Ponce (PW) wadis. Small
and not well-defined streams also occur that produce diffuse
contamination around station UR.

The sediments of the Mar Menor lagoon have higher Zn,
Pb, Cu and Cd concentrations than other coastal areas (e.g.,
Ambatsian et al., 1997; Byrne and O’Halloran, 2000). These
concentrations are in agreement with those observed in
previous studies in the area during the last three decades and
have not undergone any noticeable change during this period
(Simoneau, 1973; De Leon et al., 1982; Rodriguez et al.,
2001).

The whole-sediment toxicity tests performed with the
amphipods M. gryllotalpa and S. sabatieri, and the sediment-
water interface toxicity tests developed with the sea urchins,
are in accordance and identified as toxic those sediments influ-
enced by the discharge of both wadis. The toxicity results were
well correlated with the SEM-AVS negative values, indicating
the absence of toxicity, as demonstrated Hansen et al. (1996) in
anoxic sediments, where the availability of divalent metals to
organisms living in nearby oxic surface sediments or tubes has
been related to AVS.

The SEM-AVS values may also be related to metal bio-
accumulation in the seagrass Cymodocea nodosa. The great
differences in SEM-AVS values between both wadi stations
(BW and PW) might be responsible for the different pattern
observed in the accumulation of metals between leaves and
roots. Station BW presented very high SEM-AVS values,
indicating that most of the metals were not bound to sulfides
and were bioavailable, the roots being the plant fraction that
presented the highest concentrations. On the other hand,
stations PW, CI and CII showed higher metal concentrations
in the leaf fractions and SEM-AVS values close to zero,
indicating that most metals were associated with AVS, forming
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las que mejor explicaron la composicion de la comunidad de
invertebrados con una correlacion méxima de 0.371 para Pb y
Cu, seguidas por la agrupacién de las tres variables Zn, Pb y
Cd, con una correlacion de 0.364.

Discusion

Nuestros resultados indican que los sedimentos de I
cuenca sur de la laguna costera del Mar Menor estan influen-
ciados por las actividades mineras historicas desarrolladas en
las montafias adyacentes, mostrando altos niveles de metales
Los sedimentos influenciados por la descarga de residuos
mineros a través de ambas ramblas (El Beal y Ponce) presenta-
ron contenidos en metales que se encontraban disponibles para
los invertebrados benténicos (bioensayos de toxicidad) y pare
las fanerégamas marinas (bioacumulacion). La maxima con-
centracion de metales en sedimentos y los mayores niveles de
toxicidad fueron encontrados en las muestras tomadas cerca de
la desembocadura de la rambla del Beal (BW), a través de I
cual los residuos mineros eran descargados directamente
durante la explotacién minera. Actualmente, debido al clima
arido de la zona, cuando ocurren fendmenos de lluvias torren-
ciales, los residuos mineros que aun quedan en las montafias
son introducidos en la laguna a través de las ramblas del Beal y
Ponce. Hay incluso pequefios cursos de agua no bien definidos
que producen contaminacion difusa en los alrededores de Iz
estacion UR.

Los sedimentos del Mar Menor tienen mayores concentra-
ciones de Zn, Pb, Cu y Cd que otras areas costeras (e.g.,
Ambatsian et al., 1997; Byrne and O’Halloran, 2000). Estas
concentraciones estdn de acuerdo con las observadas en
estudios previos realizados en la zona durante las Ultimas tres
décadas y no han mostrado cambios significativos durante este
periodo (Simoneau, 1973; De Leon et al., 1982; Rodriguez et
al., 2001).

Las pruebas de toxicidad con sedimentos empleando los
anfipodos M. gryllotalpa y S. sabatieri, y con la interfase agua-
sedimento con los erizos marinos, ofrecen resultados similares
e identifican como toxicos aquellos sedimentos influenciados
por la descarga de ambas ramblas. Los resultados de las
pruebas de toxicidad estuvieron bien correlacionados con los
valores negativos de SEM-AVS, que indican la ausencia de
toxicidad, como demostrd Hansen et al. (1996) en sedimentos
andxicos en los que la disponibilidad de metales divalentes
para los organismos que viven en tubos o en la superficie de los
sedimentos esta relacionada con los AVS.

Los valores de la relacion SEM-AVS también parecen estar
relacionados con la bioacumulacion de metales en la fanero-
gama marina Cymodocea nodosa. La gran diferencia en los
valores de SEM-AVS entre las estaciones de las ramblas (BW
y PW) podria ser la responsable de los diferentes patrones
observados en la acumulacion de metales entre las hojas y las
raices. La estacion BW, que presentd valores muy altos de
SEM-AVS indicando que la mayoria de los metales no estaban
unidos a sulfuros y se encontraban biodisponibles, present las



Ciencias Marinas, Vol. 31, No. 2, 2005

insoluble and biologically unavailable metal sulfides. Although
the SEM-AVS ratio influences the availability of metals to
living organisms, its role may be lower in the case of rooted
aquatic plants because they transport oxygen to underground
tissues, oxidizing the sulfides and reducing their effect on
metal availability (Marba and Duarte, 2001). The metal
concentrations recorded in our study for C. nodosa may be
considered to exceed the background level for non-polluted
areas at stations BW and PW (Moore and Ramamoorthy, 1984)
and are much higher than those found in other studies
mentioned in the bibliography for C. nodosa (Malea and
Haritonidis, 1994; Prange and Dennison, 2000; Sanchiz et al.,
2000). Many metal ions, such as Cd?*, Cu?*, Cr®*, Pb?*, etc., are
efficiently chelated by the extracellular polymeric substances
secreted when bacteria and microalgae are associated with sur-
faces (e.g., sediment particles or plant surfaces), forming a
“microbial biofilm” (Decho, 2000). The fact that sediments
presented similar Zn and Pb concentrations to the leaf-biofilm
at the wadi stations can be due to metal deposition over the bio-
film from the stormwater runoff that introduces great quantities
of metals associated with fine sediments through these two
wadis.

The classical descriptive parameters employed to study the
benthic community structure (Margalef richness, Shannon-
Wiener diversity, Pielou evenness and Simpson dominance)
were not clear indicators of disturbance in estuarine areas
(DelValls and Chapman, 1998; DelValls et al., 1998; Drake et
al., 1999). These parameters were also poor indicators of the
“state of health” of the Mar Menor lagoon, where the areas
contaminated by metals (BW, PW and UR) showed higher
diversity values than those stations (Cl and PH) with low or
moderate metal contamination. In our case, this inconsistency
was mainly due to the high abundance of just one species
(S. sabatieri) in non-impacted sites (high dominance values).
Metal contamination probably has a deleterious effect on the
amphipod S. sabatieri, decreasing its dominance and thus
increasing the diversity values of the contaminated stations.
The effects of metal contamination on the benthic community
might be similar to the effect of top predators that control the
abundance of lower trophic levels, sustaining communities of
apparent high diversity. The abundance of S. sabatieri was
correlated with the survival percentages obtained with this spe-
cies in sediment toxicity assays (Spearman correlation r = 0.62,
P < 0.01). This is the first time that the amphipod S. sabatieri
has been used to evaluate sediment toxicity and seems to be
suitable for sediment toxicity determination in the lagoon, not
only because of the consistency of the results but also because
of its ecological significance due to its broad distribution in
Mar Menor.

The multivariate techniques applied in this study provided
more consistent conclusions than those obtained with descrip-
tive analyses and seem to be a useful tool to evaluate the
environmental quality of the Mar Menor lagoon. The MDS
ordination technique grouped the stations into three different
groups that can be classified as non-impacted (PH, Cl and ClI),
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mayores concentraciones de metales en las raices de la planta.
Por otro lado, las estaciones PW, Cl y ClI, que mostraron valo-
res de SEM-AVS cercanos a cero indicando que la mayoria de
los metales contenidos en los sedimentos estaban asociados a
AVS formando sulfuros metélicos insolubles no disponibles
biol6gicamente, presentaron mayores concentraciones de
metales en las hojas indicando que posiblemente su absorcion
haya ocurrido principalmente del agua de la columna. Aunque
la relacion SEM-AVS influencia la disponibilidad de los meta-
les para los organismos, su papel puede ser menor en el caso de
plantas acuaticas con raices, ya que éstas transportan oxigeno a
los tejidos enterrados oxidando los sulfuros y reduciendo su
efecto en la disponibilidad de los metales (Marba y Duarte,
2001). Las concentraciones de metales encontradas en C.
nodosa de las estaciones BW y PW en este estudio pueden
considerarse por encima de los niveles de fondo para &reas no
contaminadas (Moore y Ramamoorthy, 1984), y son mucho
mayores que las encontradas en otros estudios con C. nodosa
(Malea y Haritonidis, 1994; Prange y Dennison, 2000; Sanchiz
et al., 2000). Muchos iones metélicos como Cd?*, Cu®, Cr3*,
Pb?, etc., son eficientemente quelados por las substancias
poliméricas extracelulares secretadas cuando bacterias y
microalgas se asocian con superficies (e.g., particulas de sedi-
mento o superficies de plantas) formando un biofilm tapete
microbiano (Decho, 2000). El hecho de que los sedimentos
presenten concentraciones de cinc y plomo similares a las del
biofilm en las estaciones de las ramblas, puede deberse a la
deposicién de metales sobre el biofilm por el arrastre de aguas
de tormenta que introduce gran cantidad de metales asociados
con finos a través de estas dos ramblas.

Los descriptores clasicos empleados para estudiar la
estructura de la comunidad bentonica (riqueza de Margalef,
diversidad de Shannon-Wiener, equitatividad de Pielou y
dominancia de Simpson) no resultaron claros indicadores de
perturbacion en areas estuarinas (DelValls y Chapman, 1998;
DelValls et al., 1998; Drake et al., 1999). Estos descriptores
tambien fueron malos indicadores del “estado de salud” de la
laguna del Mar Menor, donde las zonas contaminadas por
metales (BW, PW y UR) mostraron mayores valores de diver-
sidad que las estaciones con baja 0 moderada contaminacion
por metales (Cl y PH). En nuestro caso, esta inconsistencia se
debio principalmente a la gran abundancia de una sola especie
(S. sabatieri) en las estaciones no impactadas. La contamina-
cién por metales probablemente ha causado efectos adversos al
anfipodo S. sabatieri, disminuyendo su dominancia y por tanto
incrementando los valores de diversidad en las estaciones con-
taminadas. Los efectos de la contaminacion por metales en las
comunidades benténicas podrian ser similares al efecto de los
predadores que controlan la abundancia de niveles tréficos
inferiores, manteniendo comunidades con aparente alta diversi-
dad. La abundancia de S. sabatieri estaba correlacionada con
los porcentajes de supervivencia obtenidos con esta especie
en los ensayos de toxicidad con sedimento (correlacion de
Spearman r = 0.62; P < 0.01). Esta es la primera vez que el
anfipodo S. sabatieri ha sido empleado para evaluar la
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moderately impacted (UR) and severely impacted (BW and
PW). The wadis stations (BW and PW) showed higher
presence of Polychaeta and lower of Crustacea. At both
stations, the abundance of Cirratulidae (Polychaeta), which are
tolerant of a wide range of environmental conditions and
inhabit sandy and silty sediments, was high (Fauvel, 1975).
Some species of the Cirratulidae and Nephtyidae Polychaeta
families are common in estuaries, including those draining
metalliferous mining regions (Geoffrey and Gibbs, 1987). The
high percentage of Crustacea, the most pollution-sensitive
taxon, at stations PH, CI and CII pointed to low or moderate
levels of disturbance. Metal concentrations in sediments were
identified as the main parameters that determined the benthic
community structure in the southern basin of Mar Menor,
although other contaminants not analyzed in this study may
also influence the community assemblages.

In this study we have evidenced the high load of metals in
sediments of the southern basin of the Mar Menor lagoon
influenced by mining wastes. The availability of metals to
benthic organisms has been demonstrated through toxicity tests
with amphipods and sea urchins and bioaccumulation measure-
ments in the seagrass C. nodosa. This metal bioavailability
seems to be closely related to the molar relation SEM-AVS and
seems to influence the benthic faunal assemblages of those
contaminated sediments.
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toxicidad de sedimentos y se presenta como un organismc
conveniente para la determinacion de toxicidad de sedimentos
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distribucion en el Mar Menor.
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determinan la estructura de las comunidades benténicas en |z
sur del Mar Menor, aunque otros contaminantes no analizados
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En este estudio hemos evidenciado la alta carga de metales
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organismos bentonicos ha sido demostrada a través de pruebas
de toxicidad con anfipodos y erizos y con medidas de bioacu-
mulacion en C. nodosa. Esta biodisponibilidad parece estar
relacionada con la relacion molar SEM-AVS y parece influen-
ciar las asociaciones faunisticas bentonicas de los sedimentos
contaminados.
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