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Resumen 

 

En el presente estudio se ha definido la presencia y concentración de 

compuestos organoclorados y PCBs en 97 huevos sin eclosionar de pagaza piconegra 

(Gelochelidon/Sterna nilotica), recogidos tras el abandono de la colonia por parte de 

los parentales en el sur de España (provincia de Cádiz). El objetivo principal de este 

trabajo es determinar una posible relación entre la presencia y cantidad de 

compuestos organoclorados con diferentes datos biométricos y del desarrollo 

embrionario. También se ha determinado y cuantificado la presencia de porfirinas y 

biliverdina en la cáscara de huevo con el fin detectar efectos de los contaminantes 

organoclorados en la coloración de los mismos.  

Un 77% de los huevos estudiados se encuentran embrionados y el estadío 

embrionario se correlacionó positivamente con el peso del contenido y negativamente 

con el grosor e índices de cáscara. El compuesto organoclorado detectado en mayor 

concentración fue el p,p’-DDE, siendo comparativamente mayores las concentraciones 

encontradas que las descritas previamente para esta especie o especies similares en 

diferentes áreas geográficas. También relevantes son las concentraciones 

determinadas para el sumatorio de PCBs y otros plaguicidas como hexaclorobenceno 

(HCB). Resulta interesante el hecho de que los niveles de ΣCiclodienos han sido 

significativamente más altos en huevos embrionados que en los no embrionados, una 

tendencia en general observada para varios de los compuestos analizados.  

El principal pigmento detectado en la cáscara ha sido la protoporfirina IX 

seguida de la biliverdina, un producto de degradación del grupo hemo. También se ha 

observado que la biliverdina esta en mayor concentración en las cáscaras de huevos 



embrionados y que además está negativamente correlacionada con la concentración 

de p,p’-DDE en el contenido. Este resultado nos indica que la concentración de 

biliverdina en la cáscara de los huevos podría ser usado como un biomarcador no 

invasivo de efecto de los contaminantes organoclorados.  

 

Palabras clave: contaminación, biomarcadores, muestreo no invasivo, plaguicidas, 

contaminantes orgánicos persistentes 



1. Introducción 

 

Los  pesticidas organoclorados son compuestos químicos que se caracterizan 

por tener una elevada persistencia en el medio ambiente; son altamente lipofílicos y 

consecuentemente poseen una gran capacidad de bioacumulación (Risebrough et al., 

1967; Watanabe et al., 2005; McIntyre et al., 2007; Skarphedinsdottir et al., 2010).  

Fueron utilizados masivamente a partir de los años 40 y, aunque actualmente se 

encuentran prohibidos en la mayoría de los países, siguen ejerciendo su efecto nocivo 

en el medio ambiente (Abb et al., 2010; Pestana et al., 2013; Miglioranza et al., 2013). 

En España el DDT fue prohibido en 1977 y aun hoy persiste en la fauna silvestre 

(Hernández et al. 1988; Negro et al., 1993; Mateo et al., 2000; Pique et al., 2006). Los 

efectos nocivos de este tipo de plaguicidas están ampliamente documentados, 

pudiendo causar entre otros efectos, alteraciones genéticas (Bickham et al., 2000). 

Algunos estudios destacan el hecho de que este tipo de compuestos tiene una 

influencia nociva sobre la reproducción de las aves (Cooke, 1970; Blus et al., 1972; 

Stickel, 1973; Ohlendohrf et al., 1979), y en concreto relacionando la concentración de 

p,p’-DDE (metabolito del p,p’-DDT) con una disminución del grosor de la cáscara del 

huevo (Ratcliffe, 1970). Otros compuestos organoclorados que han causado una 

problemática similar al DDT son los bifenilos policlorados (PCBs), compuestos con 

diferentes aplicaciones industriales (p.e. aceites aislantes en transformadores 

eléctricos) durante el siglo XX y que también están prohibidos en la actualidad 

(Suvorov et al., 2008; Parent et al., 2011; Schwacke et al., 2012; DeLeon  et al., 2013; 

Gioia et al., 2013). 



La determinación de la cantidad de contaminantes químicos ambientales (en 

este caso los organoclorados) en diferentes especies asociadas a un ecosistema puede 

darnos una idea del grado de contaminación ambiental de un área determinada y a su 

vez, servirnos como un parámetro que nos permita evaluar el estatus sanitario de 

dichos organismos (Furness, 1993). Las aves acuáticas son bueno bioindicadores, 

puesto que se alimentan mayoritariamente de organismos acuáticos en los que 

compuestos lipófilos como los organoclorados se bioacumulan (Frederick, 2002; 

Fernández, 2005). Por otra parte, el uso de biomarcadores en el campo de la 

toxicología ambiental aplicada a la conservación y monitorización del estado sanitario 

de animales silvestres ha experimentado un gran avance en las últimas décadas 

(Lionetto et al., 2012; Martínez-Haro et al., 2013; Marigómez et al., 2013). El concepto 

de biomarcador en toxicología ambiental define cualquier cambio medible, ya sea 

bioquímico, fisiológico o morfológico que un organismo presenta cuando es expuesto 

a un tóxico (Van der oost et al., 2003). Uno de los biomarcadores usados para valorar 

el efecto de la contaminación en las aves son las porfirinas, que son pigmentos cíclicos 

tetrapirrólicos formados como intermediarios en la síntesis del grupo hemo y que 

junto a la biliverdina (metabolito de degradación del hemo) pueden ser detectados en 

heces (origen biliar y renal) (Mateo et al., 2004a, 2006; Martínez-Haro et al., 2013), en 

plumas (Negro et al., 2009) y en la cáscara de los huevos (Moreno et al., 2006; Hargitai 

et al., 2011). Los compuestos organoclorados afectan a la síntesis de porfirinas e 

isoenzimas de citocromo P450 (Simon et al., 1978; Miranda et al., 1987; Attia et al., 

1995; Casini et al., 2003) 

 



En nuestro estudio, hemos definido la presencia y concentración de 

compuestos organoclorados y PCBs en huevos abandonados durante la incubación en 

una colonia de pagaza piconegra (Gelochelidon/Sterna nilotica), una especie de 

charrán de la familia Laridae (subfamilia Sterninae). Existen publicados numerosos 

estudios en huevos de láridos en Norteamérica y Europa (Niemi et al., 1986; Fasola et 

al., 1987), así como concretamente en España (González et al., 1991; Pastor, et al., 

1995; Mateo et al., 2004b; Morales et al., 2012), pero no tenemos conocimiento de 

que existan estudios en pagaza piconegra realizados previamente en el área geográfica 

delimitada por nuestro estudio (provincia de Cádiz). En el presente trabajo hemos 

analizado la posible relación entre la concentración de los compuestos organoclorados 

detectados en el contenido de los huevos y diferentes datos biométricos del huevo 

(peso, longitud, diámetro, grosor de cáscara) y del desarrollo embrionario 

(presencia/ausencia de embrión y estadío del desarrollo embrionario) para determinar 

en qué medida la presencia de compuestos organoclorados y PCBs podría afectar a la 

reproducción de esta especie. Este estudio a su vez, nos permite tener una idea de la 

abundancia de  pesticidas en la zona de Cádiz pudiendo utilizar estos datos como parte 

de un estudio de monitorización de la salud ambiental de esta área. También hemos 

utilizado el método desarrollado por Mateo et al. (2004a) para la detección de 

porfirinas y biliverdina en heces, adaptándolo para su uso en cáscara de huevo con el 

fin detectar efectos de los contaminantes organoclorados en la coloración de los 

huevos partiendo de la hipótesis de que los compuestos organoclorados como el DDT 

producen cambios fisiológicos que afectan a la síntesis de porfirinas e isoenzimas del 

citocromo P450 en el hígado y su posterior excreción. 

 



2. Material y métodos 

2.1. Especie y zona de estudio 

La pagaza piconegra pertenece a la subfamilia Sterninae, representada en 

España por seis especies nidificantes de charranes y fumareles. Su distribución mundial 

es localizada, siendo una especie politípica y observándose distintas subespecies en 

diferentes regiones del planeta, incluyendo América y Asia. La subespecie mas 

amenazada es la paleártica nilotica, que parece haber abandonado un 75% de las áreas 

donde anidaba hasta principios del siglo XX, observándose un fuerte retroceso en el 

norte y este de Europa, mientras que en los países de la cuenca mediterránea la 

población es más estable. En los países africanos las poblaciones son inestables y están 

sufriendo un fuerte retroceso. En España su distribución esta restringida a la mitad 

meridional y a zonas de la cuenca mediterránea. Se encuentra clasificada en la 

categoría de Vulnerable (VU). 

Las colonias, habitualmente muy densas, pueden ser monoespecíficas o mixtas con 

láridos o limícolas. Esta especie nidifica en islas, rara vez  en orillas, de lagunas 

naturales o artificiales, dulces o salobres, prefiriendo islas con baja cobertura vegetal. 

La pagaza piconegra llega a la península en abril y en colonias tempranas puede 

empezar la puesta a finales de este mes; en algunos casos, las puestas de reposición 

pueden prolongarse hasta junio-julio. La puesta media es de 2 huevos. Presenta un 

amplio rango de hábitats de alimentación y se alimenta en zonas más secas que otras 

especies similares, aunque es habitual también observarla en agua dulce y marismas. 

Su dieta básica la constituyen coleópteros y ortópteros pero es capaz de aprovechar 

abundancias locales/estacionales de otros recursos (crustáceos, peces y pequeños 

reptiles).  



 

La zona muestreada en la realización de este estudio han sido las Marismas de 

Mesas de Asta, en la provincia de Cádiz. Estas marismas están formadas por varios 

lucios y se trata de un espacio natural controvertido, pues estas aguas han sido usadas 

por algunas industrias para vertido de residuos. Debido a éste y otros problemas 

medioambientales, en esta área geográfica se han registrado varias mortandades 

masivas de aves acuáticas (Gestión de mortandades de la fauna acuática de la 

comunidad autónoma de Andalucía. Informe regional. Consejería Medio Ambiente 

Abril 2010). Tras realizar allí un proyecto de restauración ambiental, esta laguna 

alberga actualmente una de las colonias de pagaza piconegra más grandes de España, 

aunque es difícil conocer el tamaño preciso de su población y la tendencia debido a la 

falta de coordinación en los censos.  

La población peninsular puede estimarse en 3.000-3.500 pp., y supone el 80-

85% de la población de la ruta occidental, por lo que los datos recogidos en este 

estudio y su posible trascendencia para poder profundizar en los problemas a los que 

se enfrenta esta especie son de especial relevancia científica y de conservación (Marti  

et al., 2003; Sánchez-Guzmán, 2004). 

 

2.2. Toma de muestras 

Se muestrearon 97 huevos sin eclosionar de pagaza piconegra provenientes de 

una colonia situada las Marismas de Mesas de Asta en la provincia de Cádiz. Dicha 

colonia fue abandonada por las aves adultas, posiblemente a causa de la desecación 

estival del humedal, quedando numerosos huevos en sus respectivos nidos sin llegar a 

eclosionar. Los huevos fueron recogidos por personal de la Junta de Andalucía y 



conservados congelados en el Parque Zoobotánico de Jerez. Debido al tipo de 

recogida, antes de contactar con nosotros, los huevos fueron almacenados todos 

juntos, sin anotar cuáles de ellos pertenecían a un mismo nido. Después del traslado el 

IREC, de cada uno de los huevos se tomaron datos biométricos de peso, longitud, 

diámetro y se anotaron los posibles defectos existentes en la cáscara.  Posteriormente, 

el huevo fue cuidadosamente abierto por la línea media y se midió el grosor de la 

cáscara en tres puntos del ecuador de la línea media transversal del huevo. Además de 

calculó el índice de la cáscara (shell index) con la fórmula: peso de cáscara / (longitud x 

ancho); de forma que el índice de cáscara está expresado como en mg/mm2; y sirve 

como indicador de la calidad de la cáscara (Ratcliffe, 1970). A continuación se 

inspeccionó el contenido del huevo anotando si presentaba embrión no, y en caso 

afirmativo estimando su grado de desarrollo. La determinación del grado de desarrollo 

embrionario se hizo aplicando la clasificación descrita para la gallina doméstica por 

Hamilton y Hamburguer (1951).  Es posible que existan variaciones en los parámetros 

considerados para hacer esta valoración del grado de desarrollo entre familias de aves, 

pero no se conocen estudios concretos sobre este tema en nuestra especie de estudio 

hasta el momento. Fueron tomadas fotografías de todos los embriones.  

 

2.3. Análisis de compuestos organoclorados en el contenido del huevo  

Los solventes y reactivos utilizados fueron de grado analítico o sus equivalentes 

en alta pureza de Merk (Darmstad, Alemania) y Panreac (Montcada i Reixac, España). 

Los patrones de pesticidas (Pesticide-Mix 13), PCBs (PCB-Mix 20) y el patrón interno (PCB 

#209) fueron adquiridos a Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Alemania). El Pesticide-Mix 13 

incluye aldrin, cis-clordano, trans-clordano, o,p’-DDE, p,p’-DDE, o,p’-DDD, p,p’-DDD, o,p’-



DDT, p,p’-DDT, dieldrin, α-endosulfan, β-endosulfan, endrin, HCB, α-HCH, β-HCH, γ-HCH, 

δ-HCH, ε-HCH, heptachlor, heptachlor-exo-epoxido, isodrin, metoxicloro, mirex y PCBs 

#28, #52, #101, #138, #153 and #180. El PCB-Mix 20 incluye los siguientes PCBs: PCBs 

#28, #31, #52, #77, #101, #105, #118, #126, #128, #138, #153, #156, #169, #170 y #180. 

La concentración de organoclorados en el contenido de los huevos fue 

analizada mediante el método descrito por Mateo et al. (2004b). Brevemente, el 

contenido del huevo fue homogeneizado con un molino de cuchillas y 0,5 g de dicha 

muestra fueron traspasados a un mortero de cerámica en el que previamente se 

habían añadido 4,5 g de sulfato sódico anhidro para ser homogenizados y desecados 

totalmente. Posteriormente, el homogenizado seco fue traspasado a un tubo de vidrio 

en el que se añadieron 10 µl de patron interno (2 ng/µl PCB #209) y 15 ml de 

diclorometano-hexano (1:4), para después ser agitado 10 min, sonicado 5 min y 

centrifugado a 1000 g durante 5 min para recuperar el sobrenadante. Este proceso de 

extracción fue realizado 2 veces, añadiendo solo 5 ml del disolvente la 2º y la 3º 

extracción. El sobrenadante de las 3 extracciones fue  mezclado y evaporado bajo flujo 

de N2. En este momento se calculó el peso de lípido extraído, ya que el tubo en el que 

se evaporó el extracto había sido previamente tarado. A continuación se resuspendió 

el residuo seco en 6 ml de hexano y se procedió a la purificación del extracto con 2 ml 

de ácido sulfúrico, agitación 5 min y centrifugación a 1000 g durante 10 min. El 

extracto ere transferido a otro tubo y se repitió este proceso de purificación con ácido 

sulfúrico hasta que el ácido usado quedaba transparente tras la partición (3-4 veces). 

El extracto finalmente purificado fue evaporado a sequedad y resuspendido en un 

volumen final de 0,5 ml de hexano para ser inyectado en un cromatógrafo de gases de 

alta resolución acoplado a un detector de captura de electrones (GC-ECD) la 



temperatura inicial del horno fue de 145 °C, incrementándose hasta 275 °C a una tasa 

de 2.5 °C/min. El inyector y el detector estuvieron a 290 °C y 310 °C, respectivamente. 

El gas portador (carrier) fue helio (He) a una velocidad media de 52 cm/s y el gas de 

relleno (make-up) del ECD fue nitrógeno (N2) a un caudal de 30 ml/min. 

Diferentes blancos fueron procesados entre las muestras para asegurar la 

calidad de los análisis. Los pesticidas organoclorados y congéneres de PCB fueron 

identificados en base a su tiempo de retención y usando el estándar interno (PCB#209) 

para localizar y cuantificar los picos. La cuantificación de los pesticidas fue realizada 

con curvas preparadas con el Pesticide-Mix 13. La cuantificación de los PCBs se realizo 

con curvas de calibración de los congéneres presentes en el PCB-Mix 20. La suma de 

PCBs fue calculada para aquellos presentes en el PCB-Mix 20 (ΣPCB20). El recovery del 

método calculado a partir de huevos de gallina comerciales tratados con Pesticide-Mix 

13 y PCB-Mix 20 a cuatro concentraciones diferentes. La carga total de organoclorados 

del huevo fue calculada en base a la concentración en peso fresco y el peso fresco del 

contenido del huevo. 

 

2.4. Análisis de porfirinas y biliverdina en la cáscara 

Los solventes y reactivos utilizados fueron de grado analítico o sus equivalentes 

en alta pureza de Merk (Darmstad, Alemania). La cáscara seca de cada uno de los 

huevos fue homogeneizada con un molino de bolas antes de ser analizada. Para la 

determinación de porfirinas y biliverdina se ha utilizado el método descrito por Mateo 

et al. (2004a) para el análisis de heces, modificado después para el análisis de cáscaras 

de huevo (Moreno et al. 2006, Hargitai et a. 2011). Brevemente, 0,1 g de cáscara 

homogeneizada fueron transferidos a un tubo eppendorf, al que después fueron 



añadidos 500 µl de acetonitrilo y 250 µl de acido clorhídrico. Después de dejar 

reaccionar durante 15 min los tubos fueron cerrados y agitados en vórtex 15 s y 

sonicados 10 s en un baño de ultrasonidos (Ultrasons-H). A continuación las muestras 

fueron centrifugadas durante 10 min a 12,000 g y el sobrenadante fue recuperado y 

transferido a un vial para su posterior análisis por cromatografía de líquidos de alta 

precisión (HPLC). La extracción fue repetida dos veces más añadiendo 400 μl de 

acetonitrilo a la muestra. Las fases de acetonitrilo fueron combinadas y analizadas 

mediante HPLC con el equipo Agilent 1100 y las columnas Waters Spherisorb 5 µm 

ODS2 (4.6 mm × 100 mm) con un caudal de  1.5 ml/min. La composición de la fase 

móvil inicial fue acetato de amonio (1 M, pH: 5.16) al 75% y metanol al 25% durante 2 

min antes de la inyección de la muestra, y después se aplicó un gradiente de cambio 

lineal en 8 minutos de metanol al 95% y acetato de amonio al 5%, seguido de otros 2 

minutos en estas condiciones. En este punto, la composición de la fase volvió a las 

condiciones iniciales en 3 minutos y fue estabilizada durante otros 3 minutos antes de 

la siguiente inyección de muestra. La columna se mantuvo a 70˚C y la detección 

realizada a 400 nm de longitud de onda. La cuantificación de las muestras se realizó 

utilizando curvas de calibración de porfirinas y biliverdina estándar previamente 

calculadas a partir de huevos de gallina (Morales et al. 2006). Las concentraciones de 

porfirinas y biliverdina han sido expresadas como nmol/g de peso seco de la cáscara.  

 

2.5. Análisis estadístico 

 La media, error tipo, mediana, mínimo y máximo fueron calculados para todos 

los parámetros estudiados de la biometría del huevo,  de las concentraciones de 

compuestos organoclorados y de pigmentos de la cáscara del huevo. La normalidad de 



los datos fue estudiada mediante el test de Kolmogorov-Smirnov (p>0.05). Las 

concentraciones de organoclorados fueron transformadas logarítmicamente (log10) 

para ajustar los datos a una distribución normal para después ser analizados 

estadísticamente. Los parámetros biométricos del huevo, las concentraciones de 

organoclorados y las de pigmentos en la cáscara del huevo fueron comparadas entre 

huevos embrionados y no embrionados con el test de la t de Student. También se 

estudió la correlación lineal de Pearson entre el estadío embrionario, los parámetros 

biométricos, las concentraciones de organoclorados y la de pigmentos de la cáscara. 

Como estos parámetros (como es el caso del grosor e índice de cáscara) pueden verse 

afectados por el estadío del desarrollo embrionario debido a la utilización del calcio 

por el embrión, estas relaciones entre parámetros de la cáscara y del contenido fueron 

estudiadas mediante modelos lineales generales incluyendo el estadío embrionario 

como covariable. Los análisis estadísticos fueron realizados con IBM SPSS Statistics v. 

19.0.0. 

 

3. Resultados 

3.1. Datos biométricos y desarrollo embrionario 

De los 97 huevos estudiados, 75 (77%) mostraban indicios de estar 

embrionados, siendo los grados de desarrollo más repetidos los de estadios finales 

(#43-44), en los que se aprecian uñas cornificadas y el saco vitelino aun es externo, y el 

#9, equivalente a tener vesículas ópticas ya formadas. Los datos biométricos de los 

huevos estudiados aparecen en la Tabla 1, sin bien hay que tener en cuenta que los 

embrionados presentaron mayor peso total y de contenido y menor peso e índice de 

cáscara que los no embrionados (datos no mostrados). De esta forma, el estadio 



embrionario se correlacionó positivamente con el peso del contenido (r=0.272, 

p=0.007) y negativamente con el grosor (r=-0.515, p<0.001) e índices de cáscara (r=-

0.540, p<0.001) (Figura 1).  

 

Tabla 1. Datos biométricos de los huevos analizados. 

Parámetro N* Media ET Mediana Mín. Máx. 

Peso total (g) 97 23.5 0.39 23.9 6.7 30.5 

Longitud (mm) 91 47.4 0.2 47.6 43.2 51.5 

Diámetro (mm) 94 34.0 0.1 33.9 31.2 37.8 

Estadío embrionario 97 16 2 9 0 45 

Peso del contenido (g) 96 18.9 0.4 19.0 8.1 25.4 

Lípidos (%) 97 16.4 0.8 14.6 7.1 61.6 

Peso de cáscara (g) 97 2.86 0.06 2.73 1.8 5.02 

Grosor de cáscara (mm) 97 0.301 0.010 0.271 0.207 0.742 

Índice de cáscara (mg/mm2) 90 1.77 0.04 1.72 1.13 3.21 

*Algunos huevos estaban rotos y no fue posible medir algunos parámetros. 

 

 

Figura 1. Correlación entre el estadio embrionario y el índice de grosor de cáscara (peso / 

(longitud x ancho)) de huevos de pagaza piconegra. 

 



3.2. Niveles de compuestos organoclorados encontrados 

El organoclorado detectado en mayor concentración ha sido es el p,p’-DDE, 

seguido del sumatorio de PCBs y otros plaguicidas como hexaclorobenceno (HCB), β-

heptacloro epóxido y metoxicloro (Tabla 2). 

Los niveles de Σciclodienos han sido significativamente más altos en los 

embrionados que en los no embrionados (t94=2.57, p=0.012; Figura 2). Esta misma 

tendencia se ha observado en ΣHCHs (p=0.079), p,p’-DDE (p=0.074) y ΣPCBs (p=0.091). 

No obstante, la correlación entre estadío embrionario y concentración de los 

diferentes organoclorados no llega a ser significativa. Si consideramos la carga total del 

huevo, aquellos que estaba embrionados presentaban niveles más altos de los 

diferentes grupos de plaguicidas y de ΣPCBs que los no embrionados (valores de 

p≤0,013). 

 

Figura 2. Diferencias en las concentraciones (media±ET) de ciclodienos (datos transformados 

logarítmicamente, log10) entre huevos no embrionados y embrionados de pagaza piconegra. 



Tabla 2. Concentraciones  (ng/g sobre peso de lípidos) de compuestos organoclorados y PCBs 

encontrados en huevos (n=97) de pagaza piconegra (Gelochidon nilotica). 

Compuestos Media ET Mediana Mín. Máx. 

HCB  58.7 4.0 47.9 4.9 235.1 

α-HCH <LD - <LD <LD 1.2 

β-HCH  12.7 1.4 9.0 1.2 83.1 

δ-HCH  0.1 - <LD <LD 1.4 

ΣHCHs 12.9 1.4 9.0 2.2 84.5 

Heptacloro  <LD - <LD <LD 1.7 

Aldrin  <LD - <LD <LD 0.6 

β-Heptacloro epóxido  55.0 4.5 40.9 2.1 218.4 

α-Heptacloro epóxido  1.1 0.2 0.8 <LD 8.9 

trans-Clordano c 0.2 0.1 <LD <LD 7.9 

cis-Clordano a  2.2 0.3 1.6 <LD 15.0 

β-Endosulfán <LD - <LD <LD 0.9 

ΣCiclodienos 60.7 4.9 44.8 2.7 239 

Mirex 2.8 0.2 2.6 <LD 13.2 

p,p’-DDE  10942 846 9585 81 53016 

o,p’-DDE 0.2 0.1 <LD <LD 4.3 

p,p’-DDD  1.5 0.3 <LD <LD 19.8 

o,p’-DDT 5.3 0.7 3.2 <LD 57.0 

p,p’-DDT 1.3 0.3 <LD <LD 15.8 

Metoxicloro 39.1 6.1 25.3 <LD 544 

ΣDDTs 10989 849 9617 829 53068 

%DDT 0.1 - 0.1 <LD 0.5 

ΣPlaguicidas 11124 855 9715 846 53523 

ΣPCBs20 1336 339 607 99.3 26458 

<LD: Valores por debajo del límite de detección. 

 

 



Los dos principales grupos de contaminantes, el p,p’-DDE y ΣPCBs están 

correlacionados aunque no de forma muy fuerte (r=0.255, p=0.12). Destaca la 

presencia de tres muestras con niveles más elevados de PCBs que el resto en relación 

al p,p’-DDE, lo que puede indicar el paso de algunos individuos por zonas con una 

mayor contaminación de tipo industrial (Fig. 3a). En general, los diferentes grupos de 

organoclorados se encuentran correlacionados, pero destaca la correlación observada 

entre el HCB y ΣDDTs (r=0.803, p<0.001) (Fig. 3b). 

 

 

 

Figura 3. Correlación entre los niveles de diferentes organoclorados en huevos de pagazas 

piconegras (escala logarítmica de los ejes).  

 

La composición de los diferentes congéneres de PCBs muestra una 

predominancia de PCB 180, seguido de PCB 135, PCB 138 y PCB 170 (Fig. 4). 



 

Figura 4. Patrón de las concentraciones (media±ET) de congéneres de PCBs en los huevos de 

pagaza piconegra. 

 

3.3. Relación entre el grosor de cáscara y los contaminantes organoclorados 

Los niveles de p-p’-DDE estuvieron solo marginalmente relacionados de forma 

negativa con el índice de la cáscara (r=-0.151, p=0.157; Fig. 5), y esta relación no llegó a 

ser significativa incluyendo el estadío embrionario como covariable en el GLM o 

seleccionando solo los huevos embrionados en los análisis.  

 

Figura 5. Correlación entre el índice de cáscara y la concentración de p,p’-DDE en los huevos 

de pagaza piconegra. 



3.4. Pigmentación de la cáscara y relación con la contaminación 

El principal pigmento detectado en la cáscara ha sido la protoporfirina IX (PP 

IX), que confiere el moteado marrón característico de estos huevos. También se 

detecta biliverdina (BVD) que debe dar una tonalidad de fondo verdeazulada que 

queda enmascarado por el color pardo de la PP IX. La concentraciones de ambos 

pigmentos mayoritarios están altamente correlacionadas (r=0.901, p<0.001; Fig. 6a). 

También se ha detectado otra porfirina menos apolar que la PP IX, pero que no se 

corresponde con la mesoporfirina (Tabla 3). Por otra parte, los huevos embrionados 

mostraron unos niveles mayores de biliverdina que los no embrionados (t94=2.030, 

p=0.045; Fig. 6b), pero no hubo una correlación significativa entre el estadio 

embrionario y la BVD. La concentración del los pigmentos de la cáscara tampoco 

estuvo correlacionada con los parámetros de la biometría del huevo. 

 

Tabla 3. Concentraciones (µmol/g) de pigmentos detectados en la cáscara de huevos de 

pagaza piconegra y proporciones entre ellos.   

Pigmentos y sus proporciones N Media ET Mediana Mín. Máx. 

Biliverdina (BVD) 97 29.1 1.1 30.0 0.7 66.5 

Porfirina desconocida (PD) 97 1.46 0.08 1.29 0 5.59 

Protoporfirina IX (PP IX) 97 183.6 6.5 184.2 3.76 365.7 



 

 a
b

 

 a
b

 

Figura 6. Correlaciones entre coproporphyrina IX y biliverdina en la cáscara de los huevos (a). 

Diferencias en la concentración (media±ET) de biliverdina en cáscara de huevos de pagaza 

piconegra en función de si están embrionados o no (b).  

 

En relación con la carga de contaminantes, tan solo se ha observado una 

relación negativa en los huevos embrionados entre los niveles de BVD y el p,p’-DDE 

(r=-0.238, p=0.041; Fig. 7). Además este efecto se mantiene si también consideramos 

el estadío embrionario como covariable en el GLM con la BVD como variable 

dependiente y la concentración de p,p’-DDE como independiente (F1, 71=5.398, 

p=0.023). 

 

Figura 7. Relación entre la concentración de p,p’-DDE (escala logarítmica) en el contenido de 

los huevos de pagaza piconegra y la concentración de biliverdina en sus cáscaras.  



4. Discusión 

Un 77% de los huevos estudiados se encuentran embrionados y el estadío 

embrionario se correlacionó positivamente con el peso del contenido y negativamente 

con el grosor e índices de cáscara. El compuesto organoclorado detectado en mayor 

concentración fue el p,p’-DDE, seguido del sumatorio de PCBs y otros plaguicidas como 

hexaclorobenceno (HCB). Cabe destacar que los niveles de ΣCiclodienos han sido 

significativamente más altos en huevos embrionados que en los no embrionados, una 

tendencia en general observada para varios de los compuestos analizados. El principal 

pigmento detectado en la cáscara ha sido la protoporfirina IX, un precursor del grupo 

hemo, seguido de la biliverdina, un producto de degradación del mismo grupo hemo. 

También se ha observado que la biliverdina esta en mayor concentración en las 

cáscaras de huevos embrionados y que además está negativamente correlacionada 

con la concentración de p,p’-DDE en el contenido. 

El compuesto tóxico hallado en una mayor concentración en el presente 

estudio es el p,p’-DDE. Haciendo un estudio retrospectivo, la concentración de 

compuestos organoclorados en el contenido de huevos de esta especie ha sido 

descrita únicamente en dos trabajos previos realizados en áreas geográficas diferentes 

de Italia y España, siendo las concentraciones observadas en Cádiz unas 5 veces 

superiores a las descritas en dichos estudios. En nuestro caso, habiendo estudiado un 

total (n) de 97 huevos de pagaza piconegra, la concentración media de p,p’-DDE en la 

cascara es de 3836,73 ng/g sobre peso fresco y los valores mínimo y máximo fueron 

284,01 ng/g p.f y 18590 ng/g p.f. respectivamente. Estos datos contrastan con los 

estudios mencionados anteriormente en los cuales, teniendo en cuenta que el tamaño 

muestral es menor, las concentraciones reportadas son significativamente mas bajas 



que las nuestras. En el artículo publicado en 1991 por González et al, estudiaron varias 

especies en diferentes áreas geográficas dentro de España, incluyeron en ese estudio 9 

huevos de pagaza piconegra procedentes de Cuenca y la concentración media de DDE 

resultante fue de 750 ng/g p.f siendo en este caso las concentraciones 40 ng/g p.f y 

658 ng/g p.f las concentraciones mínima y máxima halladas respectivamente. Algo 

parecido ocurre en el estudio publicado por Fassola et al en 1987, en el cual incluyeron 

14 huevos de pagaza piconegra recogidos en Italia, y cuya concentración media de DDE 

fue de 730 ng/g p.f (siendo 30 ng/g y 404 ng/g las concentraciones mínima y máxima 

respectivamente). Para realizar esta y otras comparaciones con datos de la bibliografía 

hemos tenido que transformar las  concentraciones en peso lípido (p.l.) a peso fresco 

(p.f.). 

En esta misma línea, si comparamos las concentraciones detectadas en las 

pagazas piconegras de Cádiz con las de otras especies de esta misma familia o de otras 

familias de aves acuáticas observamos que los niveles detectados en el presente 

estudio son también los mayores observados con una amplia diferencia, siendo los 

resultados mas próximos los reportados para huevos de flamenco del P.N. de Doñana 

(Tabla 8). 



Tabla 8. Concentraciones de p,p’-DDE (ng/g p.f.) detectadas en huevos de pagaza piconegra y 

otras especies de aves acuáticas . a) Mateo et al, 2004. Delta del Ebro (a: Punta de la Banya, 

1998; a’ : Punta del fangar, 1999) b) Niemi et al, 1986. Michigan, Estados Unidos; c) Guitart et 

al, 2005. P.N. de Doñana, España (NA: Datos no publicados) 

  N Media (ng/g p.f) Min (ng/g p.f) Max (ng/g p.f) 

Nuestro estudio: Pagaza piconegra 97 3836,73 284,01 18590 

Charran común (a) 13 1184 337 5749 

Charran común (a') 34 684 134 5063 

Charran común (b) 10 250 80 680 

Flamenco (c) 53 1503 NA NA 

 

 

La valoración del impacto sobre la reproducción a largo plazo de la exposición a 

pesticidas en aves no es una cuestión fácil, y en numerosas ocasiones,  los resultados 

de laboratorio no son fácilmente extrapolables a una situación de campo (Mineau, 

2005). Existe un amplio abanico de estudios al respecto en aves en España, 

determinando concentraciones de p,p’-DDE y otros plaguicidas persistentes en 

diversos tejidos como plumas (Espín et al., 2010), hígado (Gutiérrez et al., 1995) o 

huevos (Mateo et al., 2000), como es nuestro caso. Estos y otros estudios, repartidos 

por todo el mundo, evidencian la presencia de este tipo de compuestos en todos los 

continentes muchos años después de su prohibición. Existen incluso algunos estudios 

que avalan la utilización de determinados tipos de aves muy ubicuas como los 

estorninos (presentes en Europa, Norteamérica, Asia y Australia) como herramienta de 

monitorización ambiental, determinando la concentración de elementos tóxicos en 

ellos y comparando diferentes regiones (Eens et al., 2013). Los posibles efectos 



adversos sobre la reproducción de las aves producidos por la acumulación de 

compuestos organoclorados en aves están ampliamente documentados en numerosos 

textos científicos, e incluyen el fracaso reproductivo, la mortalidad embrionaria y las 

malformaciones del embrión (Gómara et al., 2008) o niveles bajos de hormonas 

esteroideas y sus efectos negativos en las crías (Cortinovis et al., 2008).  

El efecto más frecuentemente descrito de la acumulación de plaguicidas 

organoclorados en aves, en concreto p,p’-DDE, ha sido la disminución del grosor de la 

cascara del huevo. Este efecto ha sido observado en numerosos estudios realizados en 

huevos de distintas especies de aves, especialmente en aves rapaces (Bignert et al., 

2002; Scharemberg et al., 2004) y aves acuáticas o aquellas que incluyen pescado en su 

dieta, puesto que estos compuestos son altamente bioacumulables y los organismos 

acuáticos son considerados grandes reservorios (King et al., 2003). El efecto de los 

contaminantes organoclorados en la reproducción de las aves ha sido especialmente 

estudiado en aves rapaces, observándose por ejemplo que >6 µg/g p.f de p,p’-DDE y 

>20 µg/g p.f de PCBs en huevos se asocian con fracaso reproductor, malformaciones y 

mortalidad embrionaria en pigargo americano (Haliaeetus leucocephalus). 

Extrapolando estos niveles a nuestro estudio, un 14,4% de los huevos de nuestra 

colonia podría sufrir algún tipo de alteración que provocase su fracaso en la eclosión. 

puesto que los niveles de p,p’-DDE que hemos hallado en estos huevos son >6 µg/g p.f 

de p,p’-DDE. Sin embargo, los niveles de p,p’-DDE no han afectado al índice de la 

cáscara de las pagazas piconegras de forma significativa, aunque sí se observa una 

cierta tendencia a una relación negativa. Existen otros ejemplos en la la bibliografía en 

los cuales tampoco se observa una relación entre las concentraciones de p,p’-DDE no 

están relacionadas con el grosor de la cascara, como por ejemplo somormujo lavanco 



(Podiceps cristatus) (Galassi et al., 2002), pigargo americano (Nisbet et al., 2010), 

flamenco común (Phoenicopterus ruber) (Guitart et al., 2005) o charrán común (Sterna 

hirundo) (Switzer et al., 1971). Este último caso en concreto, seria comparable al 

nuestro, puesto que se trata de especies de la misma familia, muy cercanas y 

relacionadas entre sí. De hecho, Nisbet et al. (2009) consideran que los compuestos 

organoclorados tiene un efecto negativo sobre la reproducción de las aves acuáticas, 

pero no a través de una reducción del grosor de la cascara del huevo. Además es 

necesario tener en cuenta otros problemas medioambientales y contaminantes que 

pueden estar relacionados con este fracaso en combinación con los compuestos 

organoclorados (Bustnes et al., 2008; Korsman et al., 2012).  

El uso de biomarcadores es un recurso muy eficaz a la hora de monitorizar los 

contaminantes tóxicos y sus efectos en las especies de fauna silvestre, particularmente 

aquellas de difícil acceso. Una de las grandes ventajas del uso de biomarcadores no 

invasivos es la capacidad de conseguir muestras sin captura y sin provocar ningún tipo 

de estrés en el animal.  Existen varios trabajos sobre el uso de diferentes tipos de 

biomarcadores poco o nada invasivos como huevos, plumas, heces, pelo o biopsias de 

piel en diferentes especies de fauna silvestre (Fossi et al., 1997, 1999). La cáscara del 

huevo es un ejemplo excelente de este tipo de muestreo, teniendo en cuenta que no 

es necesario capturar al ave para obtener la muestra evitando así posibles situaciones 

de estrés para el animal. Existen numerosos estudios sobre la coloración y los 

diferentes pigmentos que constituyen la cáscara de los huevos de las aves, siendo las 

porfirinas y la biliverdina los principales pigmentos responsables de los colores pardos 

y verdeazulados  de las cáscaras (Kennedy y Vevers, 1973, 1976). Estas porfirinas 



pueden también ser responsables de las variaciones del color del plumaje (Negro et al., 

2009).  

En el presente trabajo hemos utilizado la cáscara del huevo como muestra no 

invasiva en la que estudiar la relación entre la coloración, la cantidad de pigmentos 

encontrados y los compuestos tóxicos detectados en el contenido. Fisiológicamente, la 

coloración de la cascara del huevo parece estar relacionada con el estado físico del ave 

en el momento de la puesta (Moreno et al., 2006) y existen estudios que relacionan la 

coloración de la cascara con la capacidad de resistencia antimicrobiana del huevo 

(Ishikawa et al., 2010). Además, la intensidad de la pigmentación de la cáscara 

disminuye conforme avanza la puesta, existiendo una menor concentración de 

porfirinas en el último huevo puesto (Miksik I et al., 1996). En los huevos de pagaza 

piconegra el principal pigmento que hemos detectado en la cáscara ha sido la 

protoporfirina IX, que confiere el moteado marrón característico de estos huevos. 

También se ha detectado biliverdina, que aportaría una tonalidad de fondo 

verdeazulada no visible pues, queda enmascarada por el color pardo de la 

protoporfirina IX. Las concentraciones de estos pigmentos estaban altamente 

correlacionadas. Estos hallazgos concuerdan con los publicados para otras especies 

con huevos también moteados como los de escribano cerillo (Emberiza citrinella) o 

mirlo (Turdus merula), en los cuales el pigmento mayoritario de la cascara es la 

protoporfirina IX (Miksik et al., 1994).  

En relación con la carga de contaminantes, en nuestro trabajo se ha observado 

una relación negativa en los huevos embrionados entre los niveles de biliverdina en la 

cáscara y el p,p’-DDE del contenido. Este resultada contrasta con lo descrito por 

Jagannan et al. (2008), quienes observaron cómo la pigmentación verdosa debido a la 



biliverdina de la cascara del huevo en gavilán (Accipiter nisus) aumentaba con el nivel 

de DDT del huevo. Estos mismos autores además observaron que los huevos de gavilán 

con más moteado debido a la presencia de protoporfirina mostraban una relación 

negativa entre DDT y grosor de cáscara que no mostraban los huevos sin el moteado. 

No obstante, esta relación entre coloración y grosor de la cáscara no es un hecho 

generalizable a todas las especies, o al menos no a la pigmentación por biliverdina 

(Jagannath et al., 2007; Hargitai et al., 2011). Las porfirinas han sido utilizadas como 

biomarcadores en diversos tipos de muestras para el estudio de diferentes 

compuestos tóxicos en especies silvestres. Por ejemplo, la exposición al DDT se ha 

asociado con un aumento de las porfirinas en el hígado de codorniz japonesa (Miranda 

et al., 1987; Fox et al., 1988; Elliot et al., 1990), la exposición a niveles elevados de HCB 

con la aparición de porfiria (Carpenter et al., 1985) y la inhibición de la enzima 

uroporfirinogeno decarboxilasa en embriones de pollo se ha asociado con exposición a 

PCBs (Kawanishi et al., 1981). La menor coloración por biliverdina en los huevos se ha 

asociado con una menor inmunocompetencia de la hembra (Moreno et al. 2006). La 

bilivedina además puede aumentar la resistencia del huevo a algunos tipos de 

microorganismos (Ishikawa et al., 2010). Este resultado nos indica que la 

concentración de biliverdina en la cáscara de los huevos podría ser usado como un 

biomarcador no invasivo de efecto de los contaminantes organoclorados en el sistema 

inmune de la hembra.  

 



Conclusiones 

1. El compuesto organoclorado detectado en mayor concentración fue el p,p’-

DDE, siendo comparativamente mayores las concentraciones encontradas que las 

descritas previamente para esta especie o especies similares en diferentes áreas 

geográficas.  Este resultado pone de relevancia la necesidad de realizar un estudio mas 

en profundidad de esta zona, que además, se caracteriza por ser una zona 

tradicionalmente usada como lugar para el vertido de residuos de diferentes 

industrias.  

2. En este caso, los niveles de DDE encontrados no se correlacionaron de forma 

significativa con los índices de cascara, apoyando otros estudios realizados en los que 

se pone de manifiesto que la influencia de este tipo de contaminantes sobre la 

reproducción de las aves es un tema complejo y es necesario tener en cuenta otros 

posibles factores medioambientales y otras vías por las cuales estos compuestos 

influyen negativamente en la reproducción de las diferentes especies.  

3. Se ha observado que la biliverdina esta en mayor concentración en las 

cáscaras de huevos embrionados y que además está negativamente correlacionada 

con la concentración de p,p’-DDE en el contenido. Este resultado nos indica que la 

concentración de biliverdina en la cáscara de los huevos podría ser usado como un 

biomarcador no invasivo de efecto de los contaminantes organoclorados, lo que 

supone una herramienta novedosa mas para el estudio y monitorización de 

contaminantes orgánicos persistentes en el medio. 
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