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1. RESUMEN

En los ambientes marinos, la presencia de particulas pldsticas conocidas como
microplasticos, cuyo tamanfio es inferior o igual a 5mm de diametro, constituye un tema de
investigacion emergente, ya que su incorporacion a ese medio va en constante aumento y
el impacto que estos pueden tener sobre los organismos es aun poco conocido.

Se sabe que algunas especies animales son capaces de ingerir microplasticos, pero aun es
poca la informacién sobre las consecuencias que podrian tener sobre ellas.

En esta tesis se presentan los resultados de los efectos de la ingestién de microplasticos
bajo diferentes condiciones experimentales por un organismo béntico, el ofiuro Ophiocoma
echinata, esto, como parte de un proyecto internacional llevado a cabo simultdneamente
en 8 paises (proyecto GAME).

Se tomé como modelo experimental a la especie antes referida, por ser una especie comun
y representativa del bentos en la zona de estudio donde se realizé el experimento: la Laguna
Arrecifal de Puerto Morelos, Quintana Roo, y por reunir las cualidades necesarias para
soportar las condiciones de experimentacion.

Los microplasticos utilizados fueron previamente expuestos a diferentes niveles de
contaminacién: in situ, en dos sitios presumiblemente con diferentes niveles de
contaminacién antropogénica e in vitro, a una concentracién conocida de fenantreno
(2uL/L), realizdndose la adhesidn de este contaminante a los microplasticos.

Posteriormente, durante dos meses, en condiciones de laboratorio se expuso a los
individuos a los microplasticos previamente tratados, utilizando los diferentes niveles de
contaminacién antes sefalados y se midieron distintas variables de respuesta para evaluar
los efectos dependientes de cada nivel de contaminacion.

Finalmente, se expuso a todos los individuos a una condicién de hipoxia para evaluar el
tiempo de supervivencia y la relacion-respuesta de los micropldsticos ingeridos con
diferentes niveles de contaminacién. Aunque los experimentos evidenciaron respuestas
diferenciadas de O. echinata en funcion de los niveles de contaminacién, no se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas en las variables evaluadas.

Se pone de manifiesto la necesidad de continuar con estos experimentos, posiblemente
aumentando el tiempo de exposicion y/o de concentraciones del contaminante para
aseverar si las tendencias encontradas aqui se mantienen o no.



2. INTRODUCCION

2.1. Los plasticos en ambientes marinos

Aunque la sociedad se ha beneficiado ampliamente con el uso de los plasticos, el
incremento considerable en su uso ha sido objeto de preocupacion (Barnes et al., 2009;
Sivan, 2011), puesto que el uso exacerbado de material plastico ha llevado a un aumento
importante en los desechos plasticos que llegan y se acumulan en todos los ambientes del
planeta (Derraik, 2002; Ryan et al., 2009; Andrady, 2011).

Andrady (2011) menciona que los tipos de plastico que se encuentran con frecuencia en el
medio marino incluyen polietileno, polipropileno, poliestireno, nylon, teraftalato de
polietileno (PET) y cloruro de polivinilo (PVC).

Arrastrados por los vientos, los rios y finalmente por las corrientes ocednicas, (Barnes et al.,
2009; Cole et al., 2011) los desechos plasticos pueden ser transportados a grandes
distancias e incluso llegar a sitios pristinos (lvar do Sul et al., 2009) como los polos (Barnes
et al., 2010), islas muy alejadas y el océano profundo (Lozano y Mouat, 2009).

Las rutas por las cuales los plasticos pueden llegar al medio marino son de importancia ya
qgue, con el transcurso del tiempo, se incrementa el potencial de degradacién (Cole et al.,
2011; Andrady, 2011) y fragmentacion; proliferando, migrando y acumulandose desde la
superficie ocednica hasta los fondos marinos. (Andrady, 2011; Ivar do Sul y Costa, 2014).

2.2. Degradacion de plasticos en ambientes marinos

Los desechos plasticos al encontrarse en el ambiente marino o costero, sufren algun tipo de
degradacion. Estos procesos se clasifican generalmente segun el agente causante:

(a) Biodegradacion - accidn de algunos organismos, generalmente microorganismos que
metabolizan ciertos compuestos presentes en los plasticos (en particular los plasticos
biodegradables).

(b) Foto-degradacion - accion de degradacion por la luz (por lo general la luz solar) cuando
estan expuestos por largo tiempo.

(c) Degradacién termo-oxidativa - descomposicidén por oxidacion lenta a temperaturas
moderadas.

(d)Degradacién térmica - transformacion del material plastico por la accién de altas
temperaturas.

(e)Hidrdlisis - reaccion quimica entre una molécula de agua y otra molécula, en este caso
de los constituyentes del plastico.

(f) Procesos fisicos - Degradacién mecdanica que reduce el tamano de los plasticos
principalmente por la accion del oleaje (Andrady, 2011).



2.3. Los microplasticos

Los plasticos degradados se vuelven lo suficientemente fragiles para desintegrarse en
fragmentos cada vez mas pequefios (Andrady, 2011) generando fragmentos de plastico
minusculos llamados microplasticos; estos son de composicién variada, tales como fibras o
granulos con tamafos que van desde los 5mm a <1mm (Cole et al., 2009).

Segun su origen, los microplasticos se dividen en primarios y secundarios:

Los plasticos que son fabricados de un tamafio microscépico se denominan microplasticos
primarios (Cole et al., 2009); estos generalmente son pequenas bolitas de resina (pellets),
utilizados principalmente como materia prima ya sea en la industria textil, en productos
cosmeéticos, en limpiadores faciales o como eliminadores de éxido y pintura utilizados en el
proceso llamado “air-blasting” en inglés (Cole et al., 2009).

Los microplasticos secundarios son fragmentos derivados del rompimiento de otros
desechos pléasticos de mayor tamaifio (Thompson et al., 2004; Browne et al., 2007; Cole et
al., 2009). El efecto de los procesos fisicos, bioldgicos y quimicos (procesos anteriormente
senalados) pueden reducir la integridad estructural de los desechos plasticos, dando lugar
a su fragmentacion (Browne et al., 2007). Con la pérdida de la integridad estructural, los
plasticos son cada vez mas susceptibles a la fragmentacion. Este proceso se repite una y
otra vez con fragmentos cada vez mas pequefios hasta convertirse en microplasticos (Cole
etal., 2009).

Por otra parte, el desarrollo de plasticos biodegradables a menudo es visto como un
reemplazo viable para los plasticos tradicionales. Sin embargo, estos también pueden ser
una fuente de microplasticos (Thompson et al., 2006), ya que su descomposicidén es sélo
parcial (Thompson et al., 2004; Andrady, 2011; Roy et al., 2011).

2.4. Microplasticos y contaminantes adheridos

La posibilidad que los desechos plasticos, incluyendo los microplasticos, adsorban vy
concentren agentes contaminantes del ambiente marino circundante, ha sido ampliamente
caracterizada en condiciones de laboratorio (Avio et al., 2016).

Los contaminantes adheridos a los micropldsticos, pueden ser transportados contaminando
ecosistemas o ser ingeridos por los organismos marinos, transfiriendo asi los contaminantes
del medio ambiente hacia la biota. Esto puede ocasionar bio-acumulacién tanto en niveles
tréficos bajos como en organismos de niveles tréficos altos (Thompson et al., 2005).

Diferentes polimeros, como el cloruro de polivinilo, polietileno, polipropileno, poliestireno,
demostraron tener una alta capacidad de absorcion de hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAHs, por sus siglas en inglés), asi como otros contaminantes organicos
persistentes (POPs, por sus siglas en inglés) (Rios et al., 2007; Avio et al., 2016).



2.5. Hidrocarburos aromaticos policiclicos

Los PAHs, son contaminantes toxicos ampliamente distribuidos en el medio ambiente
producto de diferentes procesos industriales y de combustion. Se forman por pirdlisis o
combustién incompleta de compuestos orgdnicos tales como combustibles fésiles. Otras
emisiones proceden de la combustidon de residuos y madera, asi como de los vertidos de
petrdleo crudo o refinado. Algunos de estos compuestos son carcinégenos y/o mutagenos
y posibles disruptores endocrinos (Mastandrea, 2005).

2.6. Fenantreno en ambientes marinos

El fenantreno (Ci14H10) PHE (por sus siglas en inglés) es un hidrocarburo policiclico aromatico
de amplia distribucién (Reddy y Quinn, 1999; Neff 2002; Frost et al., 2006). Es incoloro o
amarillo, en forma de cristal sélido, utilizado para hacer tintes, plasticos, pesticidas,
explosivos y drogas. (EPA, E.U.A., 2006).

Este contaminante ha sido detectado en plasticos provenientes del medio marino (Rios et
al., 2007; Rios et al., 2010; Hirai et al., 2011). Se ha demostrado que es téxico para las
diatomeas marinas, gasteropodos, mejillones, crustaceos y peces (EPA, E.A.U., 2006; Zhang
etal., 2014).

Es de importancia ambiental ya que Teuten et al., (2007) registraron al fenantreno como el
contaminante mas abundante en diferentes polimeros de plastico, en el agua de mar y en
sedimentos. Ademads, es de interés toxicoldgico debido principalmente a sus propiedades
mutagénicas y carcinogénicas (Zhang et al., 2014).

2.7. Efectos potenciales de contaminantes adheridos a los

microplasticos en organismos bénticos

Ademas de los efectos potenciales de la ingestion de microplasticos, las respuestas toxicas
también pueden ser del resultado de la lixiviacion de aditivos en los plasticos y de los
contaminantes extraneos adheridos a los micropldsticos (Talsness et al., 2009; Cole et al.,
2011). Esto puede llevar posteriormente a la bio-acumulacidn de sustancias toxicas en las
redes tréficas, siendo mas vulnerables los niveles tréficos mas bajos (tales como organismos
bénticos suspensivoros y planctivoros) ya que son organismos que no discriminan entre
dichas particulas y su alimento habitual (Hart 1991; Bolton y Havenhand 1998; Brilliant y
MacDonald 2002; Thompson et al., 2004; Browne et al., 2008; Cole et al., 2009; Graham vy
Thompson 2009; Wright et al., 2013).

Los organismos bénticos de niveles tréficos inferiores son particularmente propensos a
ingerir microplasticos ya que muchos de ellos se alimentan indiscriminadamente, es decir



con capacidad limitada para diferenciar entre particulas de plastico y alimento (Moore,
2008).

Estos organismos son buenos indicadores de perturbaciones locales, por su movilidad
limitada y debido a que presentan un vinculo estrecho con el sedimento (Solis-Weiss et al.,
2002); a menudo participan activamente en la cadena alimenticia, por lo que pueden
transferir los contaminantes hacia los niveles tréficos superiores, como los peces y
eventualmente el hombre

Para los experimentos del presente proyecto, se necesitaba a una especie béntica, debido
a que estos organismos se encuentran estrechamente asociados al sedimento donde se
acumula gran parte de los microplasticos que entran al medio marino.

2.8. Caracteristicas de la especie utilizada en este estudio:

Ophiocoma echinata (Lamarck, 1816)

Ophiocoma echinata (Fig. 1), es un equinodermo comunmente conocido como “estrella
serpiente” u ofiuro, cuya ficha de clasificacion taxondmica es la siguiente:

Phylum Echinodermata de Bruguiere, 1791
Clase Ophiuroidea Gray, 1840
Orden Ophiurida Miiller & Troschel, 1840
Familia Ophiocomidae Ljungman, 1867
Género Ophiocoma L. Agassiz, 1835

Ophiocoma echinata (Lamarck, 1816) se distribuye a lo largo del Mar Caribe, desde el sur
de Florida, E.U.A., hasta las costas de norte de América del Sur. Se distribuye en aguas poco
profundas (<5 m) y es uno de los ofiuros mas abundantes y caracteristicos de los arrecifes
de la zona. El didametro maximo del disco puede alcanzar 25 mm con brazos de 150 mm de
longitud. Al sufrir algun disturbio, O. echinata puede desprender alguno(s) de sus brazos,
que posteriormente serd regenerado. Los sexos son separados, sin dimorfismo sexual
(Pomory y Lawrence, 1999; Laguarda-Figueras et al., 2009).


https://en.wikipedia.org/wiki/Stelleroidea

Figura 1. Individuo de Ophiocoma echinata (Lamarck, 1816). Parte dorsal.

2.9. El programa GAME

El programa GAME, (Global Approach by Modular Experiments) es un programa de
capacitacién internacional a nivel Maestria, que combina la investigacion aplicada, con la
formacion de cientificos.

Fue fundado en el afio 2002, con sede en GEOMAR Helmholtz Centre for Ocean Research
en Kiel Alemania, es uno de los institutos lider a nivel mundial en ciencias marinas. Los
programas y formacién de recursos humanos se especializan en todas las ramas de las
ciencias del mar.

Anualmente, se realizan proyectos de investigacién protocolizados que se llevan a cabo
simultdaneamente en diferentes lugares del mundo sobre temas ecoldgicos de interés actual
realizdndose todos ellos en regiones costeras
(http://www.geomar.de/en/research/fb3/fb3-eoe/fb3-eoe-b/game/game-about-game/).

En 2013, afio correspondiente al desarrollo del “GAME XI”, por primera vez, México formé
parte de dicho proyecto. En todos los paises participantes (México, Chile, Brasil, Portugal,
Reino Unido, Finlandia, Indonesia y Japdn) se realizaron experimentos planeados con el
propdsito de aportar informacién sobre el efecto de ingestion de micropldsticos
contaminados, por organismos bénticos marinos.

En cada localidad se integraron equipos de dos personas, una de origen local y otra de
nacionalidad alemana. Los proyectos fueron realizados simultdaneamente en las siguientes
localidades (Fig. 2).

México, Puerto Morelos Q Roo.
Chile, Bahia La herradura
Portugal, Isla de Madeira

Reino Unido, Norte de Wales


http://www.geomar.de/en/research/fb3/fb3-eoe/fb3-eoe-b/game/game-about-game/

Finlandia, Sur de Finlandia
Indonesia Pari

Japon, Hokkaido

Brasil, Lagoa de Itaipu

Figura 2. Mapa de las localidades de estudio del proyecto GAME XI (2013).

Uno de los propodsitos del programa es conjuntar los resultados de todos los equipos para
tener una idea global del efecto del fendmeno estudiado.

En México, la localidad elegida fue la Laguna Arrecifal de Puerto Morelos Q. Roo, que
corresponde a un ambiente tropical arrecifal de bajo impacto antropogénico que
complementa satisfactoriamente a los demas sitios elegidos a nivel internacional.



3.

HIPOTESIS

Se espera que la ingesta de microplasticos con contaminantes adheridos afectara la buena
salud e inclusive la supervivencia del ofiuro Ophiocoma echinata.

4.

OBIJETIVOS

4.1. OBIJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de los microplasticos contaminados sobre el ofiuro Ophiocoma
echinata, especie béntica proveniente de la Laguna Arrecifal de Puerto Morelos Quintana
Roo, México.

4.2. OBIJETIVOS PARTICULARES

a)

b)

c)

d)

Identificar la mejor estrategia de alimentacion para el organismo béntico,
proporcionando microplasticos con diferentes elementos biolégicos bajo
condiciones experimentales.

Suministrar microplasticos con contaminantes adheridos a la ingesta del organismo
béntico bajo condiciones experimentales.

Determinar si la ingesta de los micropldsticos con los vectores contaminantes
adheridos, ocasiona alteraciones en el organismo béntico realizando diferentes
pruebas fisioldgicas.

Evaluar la tolerancia de los organismos a condiciones de hipoxia midiendo el tiempo
de supervivencia relacionado con la ingesta de los microplasticos con contaminantes
adheridos.

Cuantificar y categorizar los micropldsticos de un intervalo de 500 um a 5 mm de
didmetro, presentes en el sedimento de la Laguna Arrecifal de Puerto Morelos, tanto
en la zona intermareal como en la zona submareal.



5. AREA DE ESTUDIO

La Laguna Arrecifal (Fig. 3), se encuentra en la costa caribefia de la Peninsula de Yucatan
frente al poblado de Puerto Morelos, a 32 km al sur de la ciudad de Cancun en el estado de
Quintana Roo (21° 00’ 00 “- 20° 48" 33” Ny 86° 53’ 14.40 “- 86 ° 46’ 38.94” O) (Dreckmann
et al., 1996; Rodriguez-Martinez et al., 2010). Esta delimitada por dos bocas una al Norte y
una al Sur que la comunican con el mar abierto (Ruiz-Renteria et al., 1998).

El fondo de la Laguna Arrecifal estd compuesto principalmente por arena calcarea
estabilizada por amplias praderas de pastos marinos, donde domina Thalassia testudinum,
aunque en algunas partes aflora el pavimento calcdreo. La temperatura del agua es
tipicamente mas alta de julio a septiembre (29.4-29.5 °C), y baja durante enero a marzo
(25.1-25.8 °C) (Rodriguez-Martinez et al., 2010).

La circulacién es paralela a la costa, con cambios bruscos de velocidad y direccion debido
particularmente a los vientos dominantes (en mayoria del Sureste y en invierno del Norte).
Se estima que el recambio total del agua de la laguna ocurre varias veces al dia (Ruiz-
Renteria et al., 1998).

La laguna se extiende desde la linea de costa hasta la barrera arrecifal que corre ligeramente
en diagonal a una distancia de 400 a 800 m de la linea costa. La profundidad maxima en la
Laguna Arrecifal es de 4 m. El arrecife coralino (Arrecife de Puerto Morelos) se encuentra
integrado al Gran Cinturdn de Arrecifes del Atlantico Tropical, conocido como la segunda
Barrera Arrecifal mas grande del mundo (Canul, 2004).

Es una Area Natural Protegida desde 1998 y declarado sitio Ramsar en 2004 por su
importancia como humedal, ya que la zona presenta manglares, ademas de una zona
arrecifal con presencia importante de pastos marinos.

La fase de experimentacion del presente estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de
Ecologia y Biodiversidad de Invertebrados Marinos en la Unidad Académica de Sistemas
Arrecifales (UASA) del ICML de la UNAM, ubicada en la parte Norte del poblado de Puerto
Morelos.



Figura 3. Mapas de localizacién del area de estudio y sitios de incubacién de los pellets microplasticos.
Izquierda: Localizacion de Puerto Morelos entre las ciudades de Cancun y Playa del Carmen. Derecha:
Laguna Arrecifal de Puerto Morelos y ubicacién de la UASA, ICM.L, UNAM (sitio con contaminacion
antropogénica baja), la Marina “El Cid” (sitio con contaminacién antropogénica alta) y Punta Brava (sitio de
muestreo para microplasticos). Imagenes tomadas de Google Maps.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Disefio experimental

El disefio experimental se deriva del protocolo acordado entre todos los integrantes del
proyecto internacional GAME Xl (2013), en el que los experimentos se debian llevar a cabo
simultdneamente en los 8 paises participantes, con el mismo objetivo e intentando ser lo
mas similares posibles entre si.

Para la realizaciéon de los experimentos, se establecieron condiciones experimentales
necesarias para el proyecto, que consistieron en el disefo, instalacion y operacion de los
acuarios.

En el espacio de experimentacion se instald un sistema de recirculacién constante de agua
marina proveniente de la Laguna Arrecifal para alimentar a 80 acuarios requeridos para los
experimentos.

Simultaneamente, se disefiaron e instalaron las tuberias y todo el sistema de recirculaciéon
de agua para los 80 acuarios individuales consistentes en recipientes de 35 cm x 24 cm x 15
cm, con capacidad de 12 L y sometidos a un flujo de 5.6 mL/s (Fig. 4).

Figura 4. Esquema de los acuarios utilizados. Las flechas indican el flujo de entrada y salida del agua.

6.2. Pellets microplasticos utilizados

En el presente trabajo se eligié utilizar el término pellets micropldsticos, para describir
adecuadamente a los granulos plasticos empleados en el experimento.

Los pellets microplasticos utilizados para todos los experimentos fueron de poliestireno
industrial virgen (BASF, Styropor P 326) estandarizados de entre 0.7mm a 0.9 mm de
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didmetro (Fig. 5) se eligié este material ya que Teuten et al., (2009) reportan que adsorbe
mas contaminantes organicos que el PVC o el polipropileno, Brien (2007) sefala que es uno
de los cinco tipos de polimeros de mayor produccion (cerca del 90% de la demanda total de
plasticos) y finalmente Andrady (2011) menciona que es comunmente encontrado en
ambientes marinos. Ademas, su alta densidad, 1.05 kg/L, (Andrady 2011), favorece que se
hunda este tipo de material y por lo tanto aumenta su disponibilidad para los organismos
bénticos.

Lee et al.,, (2014) recomiendan utilizar de preferencia poliestireno por tener una alta
capacidad de adsorcién para muchos POP’s (incluyendo al fenantreno) comparado con el
polietileno y polipropileno; por lo tanto, los microplasticos utilizados para el presente
experimento podrian ser considerados un material adecuado para el propédsito de adsorcién
de contaminantes.

Su forma esférica los hizo de facil identificacidon en los organismos analizados, ya fuese en
su contenido estomacal o en heces. Sin embargo, al momento de agregar los pellets
microplasticos al agua, sdlo entre el 50% y 60% permanecieron en el fondo mientras que el
resto flotaba. Con observaciones mas detalladas al microscopio se pudo distinguir que
algunos pellets microplasticos eran defectuosos ya que contenian pequefias burbujas de
fabricacion.

Para conseguir una separacion por densidad de los pellets micropldsticos y utilizar solo
aquellos que tuvieran tendencia a hundirse, se prepard una solucién de agua de mar
artificial (35mg NaCl/L) con el fin de sumergirlos en ella y conservar solo aquellos que se
mantuvieran en el fondo.

Figura 5. Fotografia de los pellets microplasticos utilizados.

6.3. Seleccion de la especie de estudio

Como antecedente, se realizé la blisqueda de la especie apta para llevar a cabo la fase de
experimentacidn del proyecto. Se recorrié la zona intermareal y la zona submareal de la
Laguna Arrecifal para recolectar organismos susceptibles de ser utilizados en el
experimento.

Las caracteristicas principales para la seleccion fueron: organismos robustos, numerosos en
el ambiente de estudio, bénticos, que pudieran estar en contacto con microplasticos en su
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ambiente natural, adaptables a la vida en acuarios y que fueran representativos de la fauna
de la zona de estudio.

Se encontraron cinco especies (Tablal) que cumplieron con los criterios estipulados.

Tabla 1. Potencial de ingestidn de pellets micropldsticos por diferentes especies de organismos bénticos.

Especie n Ingestion de pellets
microplasticos

-Eupolymnia rullieri (Polychaeta) 10 No
-Ophiocoma echinata (Echinodermata) 4 Si
-Ophioderma sp. (Echinodermata) 3 No
-Ophiocoma wendtii (Echinodermata) 4 Si
-Ocypode quadrata (Crustacea) 4 No

Todos los organismos fueron recolectados en la Laguna Arrecifal (20° 50’ 66"’ N 86° 52’ 21"
0), utilizando buceo SCUBA, a excepcion de los cangrejos de la especie Ocypode quadrata
qgue fueron atrapados sobre la linea de playa. Los organismos se aclimataron en tinas de
200 L durante siete dias, con agua de mar proveniente de la Laguna Arrecifal con una
temperatura de 26.3°C, una salinidad de 35.7 PSU y 8.2 %o O, (sin alimentacidn adicional).

Posteriormente las cinco especies pre-seleccionadas se expusieron durante 10 dias a las
siguientes condiciones experimentales:

Acuarios individuales equipados con 1 kg de sedimento seco, 20 000 pellets microplasticos
pristinos (equivalente a 4.616 g de pellets por cada kg de sedimento seco) colocando un
individuo de cada especie.

Se corrobord la ingestién de los microplasticos (Fig. 6) con la diseccién de los organismos.
Para esto se narcotizaron con MgCl, al 7.5% (Wollerman et al., 2010) y asi se evitéd que
liberaran su contenido estomacal por causas de estrés.
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Figura 6. Fotografias de los microplasticos ingeridos por Ophiocoma echinata.

Con base en los resultados observados (Tabla 1.), se selecciond a la especie Ophiocoma
echinata ya que reunia todas las condiciones requeridas para el experimento.

6.4. Microplasticos como vectores de incorporacion de elementos
biologicos a la ingesta en Ophiocoma echinata

Ya que los microplasticos actian como vectores para la colonizacién de bacterias en su
superficie ademas que se han demostrado procesos de interaccién con algas (Long et al.,
2015) y con material organico (Van Cauwenberghe et al., 2015), se realizd un experimento
piloto para investigar si las adiciones de algun elemento bioldgico en los microplasticos los
hacian mas atractivos para su ingestion por Ophiocoma echinata.

6.5. Ingesta de los pellets microplasticos como vectores de
incorporacion de elementos biologicos en Ophiocoma echinata

Se seleccionaron 40 individuos de Ophiocoma echinata de tamaio corporal similar (de 1.5
a 2.1 cm) sin brazos automatizados ni incompletos.

A continuacidn, durante veinte dias, se administraron pellets micropldsticos adicionando
los elementos biolégicos (materia organica, algas filamentosas, Artemia salina vy
microplasticos pristinos) para determinar si éstos influian en la ingestion de microplasticos;
se especifica que sdélo los pellets microplasticos del tratamiento de materia organica se
mantuvieron en incubacion en condiciones de laboratorio durante siete dias (Tabla 2).

Todos los acuarios individuales fueron equipados con 1 kg de sedimento seco, adicionando
al sedimento 400 pellets microplasticos correspondientes a cada tratamiento y una teja
para su proteccién contra la luz, simulando su ambiente natural.

La cantidad de microplasticos fue seleccionada ya que Claessens et al., (2011) publican que
la concentracién de microplasticos encontrada en el sedimento de un ambiente marino,
corresponde a 390 particulas kg correspondiente a la cantidad similar utilizada en los
experimentos.

14



Tabla 2. Tratamientos de los pellets microplasticos correspondientes a cada elemento biolégico
suministrado.

Tratamiento de pellets Procedencia del Tiempo de n Duracién del
microplasticos vector (elemento incubacién experimento (ingestion
organico) del vector de microplasticos por O.
echinata)
Control, microplasticos 10 20 dias
pristinos.
Incubados con algas y pastos Medio natural 7 dias 10 20 dias

marinos para formacion de
materia organica sobre éstos.

Pellets con 20 g de algas Medio natural Sin 10 20 dias
filamentosas. incubacién

Pellets con 2 ml de Artemia Medio natural Sin 10 20 dias
salina. incubacién

Ya que los ofiuros son animales de actividad nocturna (Wollerman et al., 2010), cada
segundo dia a la medianoche, cada individuo fue transferido de su acuario equipado a un
recipiente con solo agua del sistema de flujo (agua marina) para monitorear la ingestion de
pellets microplasticos. Para el traspaso de cada individuo, se tomd a cada individuo con el
dedo indice y el dedo pulgar, presionando suavemente la cavidad bucal y disco para impedir
pérdidas del contenido estomacal. Asimismo, se enjuagé al individuo en un recipiente con
agua de mar asegurando que no hubiera transporte de pellets micropldsticos que no
estuvieran en la cavidad estomacal.

Durante la mafiana siguiente, cada individuo fue traspasado de regreso a su acuario original,
y el agua contenida del recipiente fue filtrada con un tamiz de 500 um reteniendo los pellets
gue cada individuo descargé durante la noche de su cavidad estomacal y posteriormente
los pellets fueron contados.

Una vez a la semana el sedimento fue renovado junto con los pellets micropldsticos y su
elemento biolégico correspondiente. Asimismo, todos los individuos fueron alimentados
con 2 mL de Artemia salina para evitar muertes por inanicién.
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6.6. Microplasticos como vectores de incorporacion de contaminantes
a la ingesta en Ophiocoma echinata

En la literatura, se ha demostrado ampliamente que los micropldsticos tienen la capacidad
de adsorcion de contaminantes del medio (Van Cauwenberghe et al., 2015); por tal motivo,
se expusieron (in situ) pellets microplasticos a contaminantes que estuvieran presentes en
dos sitios con presuntos diferentes niveles de contaminacion.

6.6.1. Exposicion de pellets microplasticos a contaminantes del medio natural

Para obtener la adsorcion de los contaminantes por los pellets micropldsticos, se
depositaron 20 g de pellets microplasticos en filtros de té adaptados a una base de madera
flotante (Fig. 7) y se colocaron en dos sitios diferentes con presuntos niveles de
contaminacién antropogénica, uno de baja y uno de alta contaminacién (Fig. 3).

La Marina “El Cid” (20° 82’ 99” N, 86° 88’ 89” O) fue elegida como un ambiente marino con
presuntos niveles de contaminacion altos.

El muelle de la UASA, al norte del pueblo de Puerto Morelos (20° 86’ 81” N, 86° 86’ 68” O)
fue escogido como el ambiente con presuntos niveles de contaminacién bajos.

Transcurridas dos semanas, tiempo establecido por el protocolo de investigacién como
suficiente para la adsorcion de los contaminantes, se extrajeron los microplasticos y fueron
conservados en frascos dmbar a -2 °C.

Figura 7. Filtros para té y balsa construida para sostenerlos y protegerlos. Fueron los utilizados en la
incubacién de microplasticos en los diferentes sitios presuntamente contaminados.

6.6.2. Exposicion de pellets micropldsticos a un contaminante en condiciones
de laboratorio

Se simuld una situacidn de contaminacién de los microplasticos, bajo condiciones
controladas en laboratorio como referencia para examinar la cantidad de contaminante que
es captada por los microplasticos y es posiblemente transferida a los tejidos de Ophiocoma
echinata.
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Se utilizé en el experimento fenantreno como contaminante referencial en concentraciones
controladas ya que, como se menciond, ha sido identificado como contaminante prioritario
para una gama de polimeros de plastico en el agua de mar y sedimentos naturales (Teuten
etal., 2007).

Se prepard una solucion “stock” de fenantreno adicionando 1mg de fenantreno en 10 ml
de CHsOH. Se adicionaron 2uL de esta solucion en 1 L de agua salina artificial (35grs NaCl /L
agua purificada) poniéndose en un matraz.

Posteriormente se adicionaron 20 g de microplasticos, se agitaron y se conservaron en
refrigeraciéon a -2°C. Cada 24 horas el agua salina artificial con los 2 L de la solucién
preparada fue reemplazada para simular un recambio del agua en una situacién natural.
Este procedimiento se realizé durante dos semanas.

Esta concentracién de fenantreno fue elegida con base en la publicacién de Jensen et al.,
(2012), quienes indican que 2uL/L constituyen una concentracion realista que puede
encontrarse cerca de derrames de petréleo o como agua proveniente de pozos de
extraccién de petrdleo.

6.7. Efectos de la ingesta de los pellets microplasticos con exposicion
a contaminantes del medio natural y fenantreno en Ophiocoma
echinata
Para este experimento, que es el experimento principal, se utilizaron 80 individuos en total
para los diferentes tratamientos (Tabla 3). Los organismos se mantuvieron separados uno

del otro, es decir, cada unidad experimental se colocd en un acuario individual conectado
al sistema de recirculacion.
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Tabla 3. Tratamiento de microplasticos dependiente del vector de contaminacidn para la ingestién en
Ophiocoma echinata.

Tratamiento
previo de
microplasticos

Sin
micropldsticos

Microplasticos
alta
contaminacién

Microplasticos
baja
contaminacion

Microplasticos
PHE

Cada acuario fue equipado con:

Procedencia

del vector

(contaminante)

Medio natural

Medio natural

Laboratorio

Tiempo de

incubacion

del vector

2 semanas

2 semanas

2 semanas

Un individuo de O. echinata.

n

20

20

20

20

Duracién del
experimento
(ingestion de
microplasticos
por O. echinata)

2 meses

2 meses

2 meses

2 meses

Una teja para la proteccién de los individuos de la luz.

Lugar del
experimento

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

Condicion
de estrés
adicional

Hipoxia

Hipoxia

Hipoxia

Hipoxia

Sedimento, el cual se pesod usando el factor de conversiéon 1 kg de sedimento humedo =
0.835 ml de sedimento humedo.

Cuatrocientos microplasticos correspondientes al tipo de exposicion de contaminante
con el que estuvieron en contacto previamente. El nUmero de microplasticos fue
determinado con base en Claessens et al., (2011), quienes refieren que se han
encontrado dentro de los sedimentos hasta 391 microplasticos / kg de sedimento seco

(Fig. 8).

Figura 8. Acuarios equipados correspondientes a cada tratamiento previo de contaminacion.
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El experimento tuvo una duracién de dos meses, monitoredndose cada dia el flujo
constante de agua.

Cada dos semanas, se alimentaba a todos los individuos con 0.1 g de alimento en hojuelas
para peces como sugieren Pomory y Lawrence (1999) para evitar muertes por inanicién.

El procedimiento para alimentar a todos los individuos se llevaba a cabo de la siguiente
manera: se tomaba 0.1g del alimento para peces utilizando unas pinzas largas. Las pinzas
con el alimento se acercaban por debajo de la teja permitiendo que cada organismo usara
sus brazos para tomar el alimento y asi evitar pérdidas.

Al dia siguiente se limpiaban cada una de las mangueras que proveian el flujo de agua a
cada acuario ya que se observo la formacién de algas en estas.

También se reemplazaba en cada acuario el sedimento, los microplasticos correspondientes
para cada tratamiento y se limpiaba la teja utilizando un cepillo para quitar las algas, cada
dos semanas.

6.8. Variables de respuesta

6.8.1. Regeneracion de brazo

Transcurrido un mes del experimento de ingestion, se corté un segmento de un brazo de
algunos individuos de los tratamientos, para observar si la ingesta de los microplasticos
asociados a diferentes niveles de contaminacidn tenia algun efecto sobre la regeneracion
del segmento.

Se seleccionaron algunos individuos (Tabla 4), correspondientes a cada tratamiento de
pellets microplasticos mismos que fueron amputados entre el 8° y el 7° segmento; este fue
el procedimiento utilizado por Nilsson (1999) para medir el crecimiento en el transcurso de
un mes, ya que los equinodermos, en particular los ofiuros, tienen la capacidad de
regeneracion de brazos.

Adicionalmente, a cinco individuos que estuvieron en contacto con microplasticos pero sin
contaminante también se les corté un fragmento de brazo.
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Tabla 4. Nimero de individuos y tratamiento al que fueron expuestos para medir la regeneracién de brazo
en el lapso de un mes.

Tratamiento Numero de

individuos
Sin microplasticos 3
Alta contaminacién 5
Baja contaminacion 4
Contaminacioén artificial 4
Microplasticos pristinos 5
Total 21

6.8.2. Pruebas de motilidad

Se realizaron dos pruebas de motilidad para evaluar si la ingesta de microplasticos
relacionados con su nivel de contaminacidn tenia consecuencias en la salud de los
individuos.

Para esto se realizaron dos pruebas:

a) En la primera prueba, se midid el tiempo de desplazamiento individual de
Ophiocoma echinata.

Se coloc6 a un individuo de O. echinata en un recipiente rectangular (40 cm por 30 cm)
expuesto directamente a la luz solar, y en el extremo opuesto a una distancia de 18 cm, se
colocd una teja; esto con el fin de que cada organismo recorriera dicha distancia para
encontrar proteccidon de la luz, ya que instintivamente tienden a protegerse de la luz
(organismos fotofdbicos). La prueba se repitié cinco veces con cada individuo y se tomo el
tiempo en el que recorrieron esta distancia.

b) En la segunda prueba se midié el tiempo en el que cada individuo se reincorporaba
a su posiciéon normal.

Se colocd a cada individuo de O. echinata sobre un recipiente sin agua y expuesto
directamente a la luz solar con la parte ventral hacia arriba; se midié el tiempo en el que
cada uno volvié a la posicién normal (con la parte ventral hacia abajo) con la ayuda del
movimiento de sus brazos. También la prueba se repitié cinco veces con cada individuo y se
tomo el tiempo en el que cada uno realizé la prueba.
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6.8.3. Supervivencia

Se realizé un experimento de supervivencia para determinar si el nivel de contaminacion
asociado a los microplasticos a los que estuvieron expuestos los individuos de Ophiocoma
echinata tenia efecto sobre su mortandad.

El evento de interés fue la muerte de los individuos después de someterlos a una condicién
de hipoxia en el agua.

Nilsson (1999) se refiere a esta prueba como un factor de mortalidad en masa por el
agotamiento de oxigeno.

La desoxigenacion del agua se llevd a cabo a través del burbujeo de gas Nitréogeno y se
monitored la concentracién de oxigeno con un oximetro de mano (WTW Oxi 340, sensor
CellOx 325).

Se disefid un sistema de flujo para la desoxigenacidon de agua. Para esto, se conectd con
mangueras un tanque de nitrégeno a un garrafdon de plastico de 20 L y se hizo pasar el gas
al agua contenida en el garrafén. Posteriormente este garrafén se conectd a varios
recipientes herméticos para colocar dentro a cada individuo proveniente del experimento
de exposicion a contaminantes del medio natural y fenantreno (Fig. 9).

La concentraciéon de oxigeno a la cual la supervivencia de los individuos oscilaba alrededor
de siete dias fue de 3.0 mg/L de O, en el agua.

El agua se reemplazo cada 6 horas, para tener una concentracion constante de oxigeno.

Se determind la concentracién de amonio total (NHs*) con el equipo “JBL Ammonium Test
Set NHs” ya que el amonio es uno de los factores toxicolégicos ambientales mas
importantes debido a su toxicidad para el sistema respiratorio de organismos acuaticos:
Ademas, es perjudicial para muchas funciones fisiolégicas (Wang et al., 2014).

Los resultados indicaron una concentraciéon de amonio NH4* <0.5 mg/L presente en 800mL
de agua, indicando un nivel adecuado de amonio. El experimento finalizé conforme los
individuos iban muriendo.
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Figura 9. Conjunto experimental. Las flechas indican el flujo tanto de nitrégeno como de agua. a) Tanque de
nitrégeno; se conectd con mangueras flexibles permitiendo el flujo de nitrégeno al recipiente con agua hasta
una piedra difusora instalada en el fondo. b) Garrafén con agua; fue llenado manualmente con agua
proveniente del mar, luego fue abierta la valvula del tanque de nitrégeno para burbujear el gas por la piedra
difusora, obteniéndose asi la concentracion de 3.0 mg/L de O.. c) Recipientes con cada uno de los individuos
y agua a una concentracion de 3.0 mg/L de O,.

Figura 10. Fotos del experimento de la prueba de hipoxia. De izquierda a derecha: la imagen 1 muestra el
garrafén con agua y el tanque de nitrégeno para obtener agua hipdxica. La imagen 2 muestra la conexién de
instalacion para el flujo de agua hipdxica. La imagen 3 muestra todos los individuos de Ophiocoma echinata
conectados al flujo hipdxico. La imagen 4 muestra el detalle del recipiente utilizado para el experimento de
hipoxia.

6.9. Tratamiento estadistico de los datos

Se utilizé el paquete estadistico STATISTICA para los analisis estadisticos relacionados con
los experimentos realizados en este estudio.
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6.9.1. Andlisis de varianza ANOVA

El modelo matematico utilizado se basé en un Andlisis de varianza, con una sola fuente de
variacién o factor que en este caso fueron los tratamientos, con este modelo se verificd la
hipétesis nula de que el efecto de cada uno de los tratamientos es estadisticamente igual.

El Analisis de varianza se describe a continuacion:
Xij =u+ Tj + €jj i=1,2,...,nj j=1,2,...,k
Los términos en este modelo se definen de la siguiente forma:
Xij representa la observacion del i-ésimo sujeto en el j-ésimo tratamiento.
U representa la media general de todas las k medias poblacionales.

Tj representa el efecto del j-ésimo tratamiento.

€jjrepresenta el error no explicable por el modelo.

Tabla 5. Tabla para el Analisis de la varianza para el disefio completamente aleatorizado.

Fuente de Suma de cuadrados Grados de Cuadrados medios F calculada
variacion libertad
Tratamientos  SCT k—1 k Y CMT
K CMT = Yiam(x, %) CME
_ _\2 k—1
= Z n; (%, - %.)
j=1
Error SCE N—k CME
kT 2
Z] 12 1(xu .j)
ZZ("U %)) N—k
j=11i=
Total SCT N-—-1
kT
Z Z(xu
j=11i=

El nivel de significancia empleado fue: a =0.05
Si F calculada > F (1- a /2), se rechaza Ho
Si F calculada < F (1- a /2), no se rechaza la Ho (Wayne, 2002).
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6.9.2. Analisis de Normalidad

Antes de la prueba estadistica, se comprobaron los supuestos de normalidad utilizando la
prueba Q-Q plot de normalidad y se corroboraron los resultados con la prueba de Shapiro-
Wilk empleando un nivel de significancia de a = 0.05 (Wayne, 2002).

6.9.3. Supervivencia

El método estadistico empleado para comparar las curvas de supervivencia por tratamiento
fue el procedimiento de Kaplan Meier en donde se compararon los tiempos de
supervivencia empleando la prueba Logrank para verificar si existen diferencias
significativas entre tratamientos, considerando un nivel de significancia de a =0.05 (Wayne,
2002).

6.10. Cuantificacidon y categorizacion de microplasticos en el area de
estudio

Se examinaron los sedimentos para determinar presencia y categoria de microplasticos
presentes en el medio natural del area de estudio.

Se tomaron dos muestras, una en la zona intermareal: “Punta Brava”, 23°48’46.44"’N
86°54’'15.95"°0, un sitio con presencia de desechos plasticos abundantes para compararlo
con una muestra de la zona submareal tomada del sitio donde se recolectaron los
organismos de Ophiocoma echinata (Fig. 11).

Figura 11. Sitios de muestreo para cuantificar y categorizar los microplasticos presentes.
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En ambas zonas, se utilizd un nucleador de 10x10 cm de didmetro por 10 cm de alto. Se
seleccionaron tres zonas, tomandose cinco réplicas de sedimento en cada una.

El sedimento recolectado se cernio a través de un tamiz de 5 mm de abertura de malla, para
enseguida descartar las particulas plasticas de didmetro aproximado superior a 5 mm,
posteriormente, utilizando otro tamiz de 500 um, se descartaron las particulas plasticas
inferiores a 500um.

Andrady (2011) y Thompson et al., (2004) sugieren que para separar cualquier plastico del
material bentdnico, agua salina o sales minerales pueden ser afadidos a las muestras de
sedimento para aumentar la densidad del agua, permitiendo que los microplasticos de
menor densidad se separen por flotacidon y puedan ser identificados utilizando técnicas
microscépicas.

Por lo tanto, se recuperd la fraccion de entre 5 mm y 500um; esta se adiciond a una solucién
hipersalina (1.2gr NaCl/cm3), se agité por 1 hora y se dejé reposar por 24 horas, con la
intencidn de obtener una separacién por densidad de los microplasticos.

Transcurridas 24 horas, se filtré inicamente el sobrenadante de la solucién con la ayuda de
un matraz Kitasato y una bomba de vacio. Posteriormente los microplasticos fueron
observados al microscopio y separados por categorias para a continuacién poder calcular
su densidad (particulas/kg de sedimento seco).

Las categorias que se utilizaron para la descripcion de microplasticos siguiendo los criterios
de Hidalgo-Ruz (2012) fueron: fibras, peliculas plasticas, fragmentos, pellets, esferas y
unicel.

6.11. Analisis de fenantreno

El andlisis del contaminante referencial fenantreno (PHE) fue realizado en el Departamento
de Ecotoxicologia de la Universidad Christian Albrechts, en Kiel, Alemania.

Para la deteccidon de fenantreno se utilizd la cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC, por sus siglas en inglés), con un detector de fluorescencia equipado con una columna
Supelcosil ™ LC-PAH (15 cm 4,6 mm, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany) y
se utilizé como eluyente agua: acetonitrilo (40 % : 60 %) como una fase mévil de 1.5 ml /
min. Los procedimientos fueron adoptados de los métodos desarrollados por Agilent
Technologies (http://www.chem.agilent.com). Todos los disolventes utilizados para las
extracciones fueron grado HPLC o equivalente.

Se determind la concentracidn de fenantreno presente en microplasticos que estuvieron en
incubacién en los sitios con diferentes niveles de contaminacidn, en muestras de agua de
los sitios donde se incubaron los microplasticos y en tejido de la cavidad celémica
recolectado de los individuos al finalizar la prueba de hipoxia.
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La curva estandar, se realizd utilizando fenantreno (Sigma-Aldrich) 5000 pg de fenantreno
por/ml de metanol.

6.11.1. Deteccion de fenantreno en microplasticos de poliestireno

Al finalizar todos los experimentos se recolectaron 10 g de los micropldasticos incubados en
los sitios con diferentes niveles de contaminacion, asi como aquellos que estuvieron
incubados artificialmente en fenantreno, los cuales se mantuvieron en refrigeracién por 2
meses y 2 semanas.

A continuacién, fueron trasladados a Kiel Alemania, en frascos de vidrio dmbar, por lo que
no estuvieron en refrigeracion de 15 a 20 horas.

El procedimiento para la deteccién de fenantreno fue el siguiente: un gramo de
microplasticos proveniente de cada nivel de contaminacion se colocé sobre un papel filtro
para eliminar exceso de liquidos.

Yasin exceso de liquido, se transfirieron a un vaso de precipitado y se agregd 6mL de hexano
por cada gramo de microplasticos; se agitaron vigorosamente por cinco minutos. Se tomé
el sobrenadante y se transfirid a un tubo donde se evapord el solvente utilizando flujo de
nitrégeno. Se disolvié el residuo con 500uL. de acetonitrilo y se recolectaron 200pulL en un
vial de HPLC, inyectando 20uL para su deteccidn.

6.11.2. Deteccion de fenantreno en agua de los sitios de incubacion de los
microplasticos

Se recolectaron 500 mL de agua proveniente de los diferentes sitios donde se incubaron los
microplasticos, el muelle de la UASA, ICML, UNAM vy la “Marina el Cid”. Las muestras de
agua fueron trasladadas a Kiel, Alemania en frascos de vidrio transparente y se mantuvieron
sin refrigeracion de 15 a 20 horas.

El procedimiento para la deteccién de fenantreno fue el siguiente: Ya que la concentracién
de fenantreno en agua es muy baja para ser detectada directamente, tiene que ser
concentrada en una fase sélida (SPE solid phase extraction) utilizando las columnas del
método Agilent Technologies (http://www.chem.agilent.com), las cuales son cartuchos
hidréfobos que retienen el analito.

Las condiciones para activar cada columna (SPE-column) fueron las siguientes: se agregaron
4dmL de cada uno de los solventes en el orden siguiente: diclorometano-etil acetato,
metanol y agua.

De cada muestra de agua obtenida en los sitios donde se incubaron los microplasticos, se
completaron 95mL del agua de cada muestra con 5 mL de 2-propanol, para obtener una
concentracion del agua al 5% de 2-propanol. Se vertié el agua al 5% de 2-propanol a la
columna y se filtrd; se dejé reposar por 30 min.

Se prepard una soluciéon 1:1 de diclorometano-etil acetato, se tomaron 8mL de dicha
solucidn y se agregaron a la columna recuperando el extracto y posteriormente se aford a
10mL con diclorometano-etil acetato.
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Se transfirieron 4mL de la elucién a un tubo para evaporar el solvente utilizando un flujo de
nitrégeno. El residuo fue disuelto en 500 pL de acetonitrilo y se colectaron 200 uL en un vial
de HPLC, inyectando 20 pL para su deteccidn.

6.11.3. Deteccion de fenantreno en tejido de Ophiocoma echinata

En el experimento de supervivencia, al momento que moria un individuo, rdpidamente se
recolectaba tejido, se hizo una diseccidn longitudinal al disco recuperando cuidadosamente
el tejido celdmico que se encontraba entre cada brazo, evitando tomar tejido de la cavidad
estomacal.

A medida que se iba recolectando el tejido, se mantenia en refrigeracion a -2°C (sin
solventes ni ningun tratamiento especial). Las muestras fueron trasladadas a Kiel, Alemania
y estuvieron de 15 a 20 horas sin refrigeracion.

El procedimiento para la deteccion de fenantreno fue el siguiente: se realizé por el método
QUEChERS “Quick, Easy, Cheap Effective, Rugged and Safe) el cual es un método de
extraccion en fase sélida que utiliza sales (http://www.chem.agilent.com).

Se pesaron 5 g de la muestra de tejido previamente homogeneizado en un tubo. Se le
adicionaron 8 mL de acetonitrilo agitando vigorosamente y se agregaron sales del equipo
QUEChAERS, se agitd por un minuto y se centrifugd a 4000 rpm durante 5 minutos.

Se transfirieron 6 mL de la alicuota al tubo “bond elute” que es el tubo que retiene el analito
en fase solida; se agito por un minuto y se centrifugd a 4000 rpm durante S5minutos. Se filtro
el contenido utilizando un filtro de 0.45 pL; se transfirié 0.2 mL del extracto a un vial para
su deteccion.
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7. RESULTADOS

7.1. Ingesta de los pellets microplasticos con elementos biolégicos en
Ophiocoma echinata

En este experimento se suministraron los pellets microplasticos con tres elementos
organicos y un control: 1. Materia orgdnica. 2. Algas 3. Artemia salina. 4. Pristinos (control).

El experimento se llevd a cabo durante 20 dias, en ese lapso, se contabilizaron los
microplasticos en el interior de la cavidad estomacal de los 40 individuos (10 por
tratamiento) de Ophiocoma echinata cada segundo dia, es decir un total 10 mediciones por
organismo. Esto fue realizado con la finalidad de identificar si algin elemento biolégico
suministrado con los micropldsticos, pudiera ser mas atractivo para su ingesta. Las
mediciones de ingesta, asi como el promedio para cada individuo y tratamiento se muestran
en la tabla 6.

Tabla 6. Microplasticos contabilizados por individuo (numerados del 1 al 10) de Ophiocoma echinata para
cada tratamiento. T1= Tratamiento con Materia Orgdnica. T2= Tratamiento con Algas T3. = Tratamiento con
Artemia salina. T4. = Tratamiento con Pristinos (control). D= Dia.

OBSERVACIONES DE INGESTA POR DIA

Tratamiento 1. D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10

Individuos
1 22 0 4 50 17 2 0 1 45 18
2 0 78 43 17 0 0 0 17 2 27
3 2 5 2 14 0 4 31 57 2 26
4 153 2 248 4 8 4 82 14 63 65
5 21 26 6 28 17 4 12 0 3 2
6 19 7 3 1 2 0 13 37 84 0
7 0 1 78 16 8 37 9 0 3 5
8 5 7 30 0 3 1 0 0 9 0
9 3 40 2 1 0 8 0 0 5 3

10 11 1 22 10 7 4 31 0 0 2

Promedio 23.6 16.7 43.8 14.1 6.2 6.4 17.8 12.6 21.6 14.8

Tratamiento 2

Individuos
1 4 1 1 5 3 1 4 2 32 7
2 20 25 8 3 2 62 2 8 15 0
3 6 2 4 3 6 5 1 0 31 14
4 6 6 6 2 0 0 8 0 5 0
5 17 26 37 7 52 5 22 14 103 48
6 5 0 16 0 0 41 1 6 0 205
7 7 8 7 0 43 26 0 89 154 18
8 0 11 0 1 5 0 3 2 67 16
9 5 33 21 1 1 1 3 10 16 2
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10 4 3 0 2 0 3 4 0 11 2
Promedio 7.4 11.5 10 2.4 11.2 14.4 4.8 13.1 43.4 31.2
Tratamiento 3
Individuos
1 2 3 8 16 0 20 1 18 13 2
2 3 2 7 1 2 1 0 12 45 11
3 31 28 132 1 0 0 1 1 33 22
4 66 3 12 23 0 0 26 113 26 41
5 34 1 17 4 0 0 1 2 8 1
6 52 2 1 5 2 15 6 26 1 1
7 15 5 18 3 3 7 4 1 52 26
8 10 6 2 2 1 2 40 5 11 3
9 20 0 39 0 11 19 1 0 7 7
10 13 0 0 1 0 0 9 0 2 3
Promedio 24.6 5 23.6 5.6 19 6.4 8.9 17.8 19.8 11.7
Tratamiento 4
Individuos
1 0 139 5 0 1 0 2 25 19 14
2 26 116 66 0 23 14 7 141 77 136
3 12 2 0 2 0 4 7 0 31 35
4 7 1 67 1 1 4 1 1 57 12
5 19 2 7 1 0 5 2 9 0 3
6 3 11 26 4 0 30 1 1 12 2
7 14 70 112 0 1 8 0 1 11 10
8 3 1 13 3 0 8 0 14 6 9
9 108 93 68 2 10 1 3 12 0 61
10 7 1 5 1 0 5 2 0 4 8
Promedio 19.9 43.6 36.9 14 3.6 7.9 25 20.4 21.7 29

A continuacion, se presentan los resultados del analisis de varianza de los promedios por
dia para la ingesta de pellets microplasticos con elementos bioldgicos.

Tabla 7. Analisis de varianza para la ingestion de pellets microplasticos con diferentes tratamientos de
elementos bioldgicos durante 20 dias, F(3, 27)=.78381, p=.51339.

Efecto Sumade Grados de Suma de F p
cuadrados libertad cuadrados
medios
Tratamientos 0.20206 3 0.06735 0.7838 0.513392
Error 2.32012 27 0.08593

Los datos del promedio de ingesta por dia (la variable dependiente); se transformaron a Log
(10) con el propdsito de eliminar el efecto multiplicativo debido a que los organismos
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ingieren micropldsticos de manera variable, lo cual puede provocar sesgo que no cumpla
con los supuestos estadisticos de Normalidad.

La figura 12, muestra que a pesar de que los resultados no son estadisticamente
significativos para determinar si algiin elemento bioldgico tuvo efectos sobre la ingesta de
pellets, sin embargo, numéricamente, los datos de la mediana mostraron un menor
consumo de pellets en presencia de Artemia salina y mayor consumo de pellets pristinos.
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Fig. 12. Comparacion del consumo de pellets microplasticos con los diferentes tratamientos de elementos
biolégicos administrados: Materia organica. Algas, A. salina y Pristinos correspondiente al control, los valores
se transformaron a Logio para cumplir con la normalidad de los datos. Las barras verticales denotan el 95% de
confianza de los intervalos.

7.2. Ingesta de los pellets microplasticos con exposicion a
contaminantes del medio natural y fenantreno en Ophiocoma
echinata

En este experimento, que tuvo una duracién de dos meses, se midieron los efectos de la
ingestidon de pellets microplasticos con diferentes niveles de contaminacidn posiblemente
adsorbidos (Tabla 8).
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Las respuestas bioldgicas evaluadas fueron: la velocidad de regeneracion del brazo, la
motilidad, la recuperacién de la posicién normal y la resistencia a condiciones de hipoxia.

Tabla 8. Tratamientos utilizados para los experimentos relacionados con las variables de respuesta

bioldgicas.
Tratamiento Lugar de incubacién de los Concentracion de Numero de individuos
microplasticos microplasticos
Sin micropldsticos Sin micropldsticos 20 individuos
Unicamente con
sedimento
Baja Microplasticos incubados en el 400 microplasticos por 20 individuos
contaminacion muelle de la UASA, ICM.L, Kg de sedimento seco.
UNAM.
Alta Microplasticos incubados en 400 microplasticos por 20 individuos
contaminacion “La Marina El Cid”. Kg de sedimento seco.
Contaminacion Microplasticos incubados en 400 microplasticos por 20 individuos
artificial solucion de fenantreno. Kg de sedimento seco.

7.3. Regeneracion del brazo de Ophiocoma echinata.

Se seleccionaron aleatoriamente individuos de cada nivel de contaminacién (Sin
microplasticos, Alta contaminacién, Baja contaminacion, Contaminacion artificial) para

cortar un fragmento de un brazo y medir el crecimiento efectuado en el transcurso de un
mes.

Ademas, se llevd a cabo un experimento con 5 individuos adicionales que solo estuvieron
en contacto con micropldasticos pristinos sin contaminacion, a los cuales también se les corté
un fragmento de brazo.

En la tabla 9, se puede observar que no hay diferencias significativas en el crecimiento de

brazo de los individuos que estuvieron expuestos a cada tratamiento de pellets
microplasticos.
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Tabla 9. Analisis de varianza para el crecimiento de brazo de los individuos seleccionados entre cada
tratamiento. F(4, 16)=.38537, p=.81592.

Efecto Sumade Grados de Suma de cuadrados F p
cuadrados libertad medios
Tratamiento 0.42764 4 0.10691 0.3854 0.815916
Error 4.43874 16 0.27742

La figura 13, muestra el crecimiento de brazo correspondiente a cada tratamiento. Se
observa que, no hay diferencias significativas, pero numéricamente, conforme la mediana
se presentd un mayor crecimiento de regeneracidon de los organismos que estuvieron
expuestos a pellets con contaminacidon artificial (fenantreno) y un menor crecimiento
fueron aquellos individuos que estuvieron en condiciones sin microplasticos.
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Fig. 13. Comparacién del crecimiento de brazo de los individuos que estuvieron expuestos a los pellets
micropldsticos de cada tratamiento. Las barras verticales denotan el 95% de confianza de los intervalos.
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7.4. Pruebas de motilidad en Ophiocoma echinata

A continuacién, se muestran los resultados para las dos pruebas de motilidad realizadas en
O. echinata finalizado el experimento de ingestion de pellets microplasticos comparando
cada nivel de contaminacion.

7.4.1. Tiempo de desplazamiento de Ophiocoma echinata

Se seleccionaron 77 individuos en total (18 sin microplasticos, 19 expuestos a baja
contaminacién, 20 expuestos a alta contaminacién y 20 expuestos a contaminacion
artificial) y se registro el tiempo que tardaban en recorrer una distancia de 18 cm.

En la tabla 10, se puede observar que no hay diferencias significativas en el tiempo de
desplazamiento de una distancia de 18 cm de los individuos que estuvieron expuestos a
cada tratamiento de pellets microplasticos.

Tabla 10. Analisis de varianza para el tiempo de desplazamiento de los individuos expuestos a pellets
microplasticos de los diferentes tratamientos. F(3, 73)=2.1673, p=.09917.

Efecto Sumade Grados de libertad Suma de cuadrados F P
cuadrados medios
Tratamiento 0.664733 3 0.221578 2.167265 0.099167
Error 7.463403 73 0.102238

Los datos del tiempo de desplazamiento (la variable dependiente); se transformaron a
Log(10) con el propdsito de eliminar el efecto multiplicativo de los datos, lo cual puede
provocar sesgo que no cumpla con los supuestos estadisticos de Normalidad.

En la figura 13, se observa que, al igual que en la prueba anterior, aunque no hay diferencias
significativas, numéricamente los valores de la mediana, presentan un mayor tiempo de
desplazamiento de los organismos que estuvieron expuestos a pellets con contaminacién
artificial y un menor tiempo de desplazamiento fueron aquellos expuestos a pellets en alta
contaminacion.
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Fig. 13. Comparacion del tiempo de desplazamiento de una distancia de 18 cm de los individuos expuestos a
pellets microplasticos con los diferentes tratamientos, los valores se transformaron a Logio para cumplir con
la normalidad de los datos. Las barras verticales denotan el 95% de confianza de los intervalos.

7.4.2. Recuperacion de la posicion normal en Ophiocoma echinata

Con los mismos 77 individuos utilizados en el experimento anterior, se realizé esta prueba
consistente en medir el tiempo en que cada individuo recuperaba su posicién normal (dorso
expuesto) a partir de la posicidn opuesta (parte ventral expuesta.
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En la tabla 11, se puede observar que no hay diferencias significativas en el tiempo de
recuperacion de la posicion normal de los individuos que estuvieron expuestos a cada
tratamiento de pellets microplasticos.

Tabla 11. Andlisis de varianza para el tiempo de recuperacién de la posicion normal de los individuos
expuestos a pellets microplasticos de los diferentes tratamientos. F(3, 71)=2.4214, p=.07305.

Efecto Sumade Grados de Suma de cuadrados F p
cuadrados libertad medios
Tratamiento 0.418109 3 0.139370 2.42138 0.073051
Error 4.086619 71 0.057558

Los datos del tiempo de desplazamiento (la variable dependiente); se transformaron a
Log(10) con el propdsito de eliminar el efecto multiplicativo de los datos, lo cual puede
provocar sesgo que no cumpla con los supuestos estadisticos de Normalidad.

En la figura 14, se observa que, al igual que en la prueba anterior, aunque no hay diferencias
significativas, numéricamente en la mediana, existe un mayor tiempo de recuperacion de
los organismos que estuvieron expuestos a pellets con contaminacion artificial y los
individuos que mostraron un menor tiempo de recuperacién fueron aquellos que
estuvieron sin pellets microplasticos.
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Fig. 14. Comparacidn del tiempo de recuperacion de la posicién normal de los individuos expuestos a pellets
microplasticos con los diferentes tratamientos, los valores se transformaron a Logio para cumplir con la
normalidad de los datos. Las barras verticales denotan el 95% de confianza de los intervalos.

7.5. Supervivencia

Para la etapa final del experimento, se sometieron a condiciones de hipoxia a todos los
individuos provenientes de los diferentes tratamientos después de someterlos a las pruebas
de motilidad.

Sin embargo, para este andlisis sélo se tomaron en cuenta a los 36 individuos que murieron
en un maximo de 168 horas (7 dias) una vez implementado el ambiente de hipoxia, para
cumplir con el protocolo de investigacion acordado entre todos los grupos participantes y
poder realizar posteriormente comparaciones.

Tabla 11. Numero de individuos por tratamiento que murieron en un maximo de 168 horas.

Tratamiento Num. Total indiv. = NUm. Indiv. muertos = % supervivencia
Sin 18 9 50
microplasticos
Baja 19 10 47.37
contaminacion
Contaminacién 19 10 47.37
artificial
Alta 20 7 65

contaminacion

Total 77 36 53.75

Una vez realizado el andlisis por el método de Kaplan-Meier se obtuvo de la prueba Log-
rank un valor de p=0.516 lo que indica que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre las curvas de supervivencia.

Es importante mencionar que de manera numérica se encontraron diferencias entre
tratamientos, sin embargo no son significativas estadisticamente.

Las curvas del analisis de supervivencia empleando el método de Kaplan-Meier se muestran
a continuacion.
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Figura 15. Andlisis de supervivencia por estimador de Kaplan-Meier. El eje x muestra el tiempo de inicio en el
dia 0, el cual representa el inicio del estrés por hipoxia y el tiempo final a las 100 horas. El eje y muestra la
probabilidad de supervivencia en cada grupo.

7.6. Cuantificacion y categoria de microplasticos en la Laguna Arrecifal

En la zona submareal, no se encontraron microplasticos a diferencia de la zona intermareal
donde si se registraron microplasticos. El total de los microplasticos en las muestras de
sedimento recolectado fue de 354 particulas /kg de sedimento.

El 92 % del total de los micropldsticos se encontrd en la capa superficial (de 0 a 5 cm),
mientras que en la capa profunda (de los 5 a 10 cm) los micropldsticos representan el 7 %.
En la zona submareal, correspondiente a la capa superficial (de 0 a 5 cm), el 74 % del total
de los microplasticos estuvo constituido por fragmentos, mientras que los microplasticos
espumados representaron el 20 %, siendo despreciables los porcentajes de las demas
categorias (Fig. 16).
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En la fraccidon profunda, también los fragmentos muestran dominancia con el 70 %, y en

segundo lugar los espumados vy las peliculas con el 15 % (Fig 17).

Porcentaje del tipo de microplasticos encontrados

2% 2%

20%

0%

1%
1%

74%

OFragmentos O Pellets OFibras [Esférulas @ Espumado O No identificado OPelicula

Fig. 16. Porcentaje y clasificacion de microplasticos presentes en la porcidn superficial de la zona
intermareal.

Porcentaje del tipo de microplasticos encontrados

OFragmentos O Espumado O Pelicula

Figura 17. Porcentaje y clasificacion de micropldsticos presentes en la porcidn profunda de la zona
intermareal.
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7.7. Resultados de la deteccion de fenantreno por HPLC

Las muestras de agua de mar provenientes del sitio con alta contaminacidn correspondiente
a la “Marina el Cid” presentaron (84.24 + 49.80 ng. de fenantreno L?, n=2) mientas que en
las muestras de agua de mar correspondientes al sitio con baja contaminacién no se detectd
fenantreno. Los microplasticos que fueron expuestos a 2 pg de fenatreno L presentaron
3.03 ng fenantreno / g pellets microplasticos, (n=1). No se detecté fenantreno en las
muestras de tejido de Ophiocoma echinata.
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8. DISCUSION

Se determind que la especie Ophiocoma echinata ingiere pellets micropldsticos de 0.7 a 0.9
mm de didmetro cuando estos se encuentran en un escenario in vitro mimetizados en el
sedimento.

Los resultados del presente proyecto demostraron que la exposicién a concentraciones
realistas de pellets microplasticos como vectores de incorporacion de agentes bioldgicos y
contaminantes adheridos, no mostraron diferencias significativas en las variables de
respuesta.

En el caso de la ingesta de pellets microplasticos con elementos bioldgicos se observd un
consumo de pellets microplasticos muy variable, se presentaron dias donde el consumo de
pellets microplasticos por individuo, por dia, fue de cero pellets, asi como se presentaron
consumos por individuo, por dia, donde el consumo fue mayor a 200 pellets microplasticos,
en particular un individuo con un consumo de hasta 248 pellets. No se observo alguna
situacion externa particular que determinara una tendencia al consumo regular del nimero
de pellets plasticos. Los resultados no muestran diferencias significativas pero
numeéricamente se observd un menor consumo en presencia de Artemia salina y un mayor
consumo de pellets micropldasticos pristinos.

En el caso de la ingesta de pellets microplasticos con contaminantes adheridos y las
variables de respuesta evaluadas en O. echinata (regeneracion del brazo, tiempo de
desplazamiento, recuperacién de la posicion normal), se observaron tratamientos con
valores numéricos mayores y menores conforme la mediana, que aunque no se presentan
diferencias significativas se presentan a continuacion (Tabla 12).

Tabla 12. Valores numéricos de la mediana de la respuesta del consumo de pellets microplasticos bajo los
diferentes tratamientos

Variable de respuesta Tratamiento con mayor valor Tratamiento con menor valor
numérico numérico
Ingesta de pellets con elementos Mayor consumo de pellets Menor consumo con Artemia
biolégicos pristinos salina
Velocidad de regeneracion del Mayor crecimiento en Menor crecimiento sin pellets
brazo contaminacion artificial microplasticos
(fenantreno)
Tiempo de desplazamiento Mayor tiempo en contaminacion Menor tiempo en alta
artificial (fenantreno) contaminacion.
Recuperacion de la posicidon Mayor tiempo en contaminacion Menor tiempo sin pellets
normal artificial (fenantreno) microplasticos
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En el caso de la regeneracion de brazo, es importante observar que en todos los casos, los
brazos se regeneraron activamente, mds de la mitad de los organismos presentaron
crecimiento muy cercano a 2 o mdas cm en el periodo de tiempo evaluado (un mes). Se
presentd un mayor crecimiento de regeneracion de brazo en aquellos individuos que
estuvieron en el tratamiento con contaminacion artificial (fenantreno) y una menor
regeneracién de los individuos en el tratamiento sin pellets microplasticos.

Las pruebas de motilidad tampoco presentaron diferencias significativas en ninguno de los
casos; para la prueba del tiempo de desplazamiento, el tratamiento que presenté mayor
tiempo, numéricamente conforme la mediana, fue el de los organismos que estuvieron
expuestos a pellets con contaminacién artificial (fenantreno) y el tratamiento que mostrd
menor tiempo fue el tratamiento de alta contaminacion. En el caso de la prueba de
recuperacion de la posiciéon normal se observé que el mayor tiempo de recuperacién lo tuvo
el tratamiento con contaminacién artificial (fenantreno) y el tratamiento sin pellets
microplasticos presentaron un menor tiempo para recuperar la posicion normal.

Las pruebas de motilidad (tiempo de desplazamiento y recuperacién de la posicion normal)
en cuanto a los valores numéricos conforme la mediana, ambas muestran un mayor tiempo
para el tratamiento de contaminacidn artificial (fenantreno) que se menciona nuevamente
gue aungue no existen diferencias significativas podria ser un antecedente para futuras
investigaciones.

En la prueba de hipoxia por el método Kaplan-Meier y posteriormente por la prueba Log-
rank, no se muestran diferencias significativas entre las curvas de supervivencia de los
diferentes tratamientos.

No se encontraron microplasticos en la zona submareal, a diferencia de la zona intermareal
donde se contabilizaron 354 particulas de microplasticos /kg de sedimento. La capa
superficial de esta zona presenté el 92% del total de los microplasticos donde el tipo de
microplasticos de mayor abundancia fue la categoria perteneciente a los fragmentos, se
piensa que los fragmentos son resultado de la basura plastica proveniente de la actividad
turistica de los habitantes de la zona ya que principalmente se encontraron fragmentos de
artefactos plasticos tales como cubiertos desechables, botellas y tapas de refresco.

La escasez de efectos estadisticamente significativos en este estudio, sobre los efectos de
los microplasticos ingeridos por Ophiocoma echinata, puede interpretarse de diferentes
maneras. Una de ellas podria ser que se eligieron para el experimento individuos del mismo
tamafio (de entre 1.5cm a 2.1 cm) excluyendo individuos de la poblacién que salieran de
este tamafo establecido.

Por otro lado, el tamafio, forma y el tipo de plastico utilizado en el experimento podrian ser
relevantes ya que la densidad del material determina su disponibilidad para los organismos.
En el experimento se utilizaron microplasticos de poliestireno con una densidad de 1.05kg/L
que es muy cercana a la densidad del agua de mar (1.027kg/L). Estudios posteriores para
organismos bénticos podrian llevarse a cabo con materiales plasticos de densidades
mayores tales como PVC o PET.
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Otro aspecto importante fue que elegimos intencionalmente la forma y tamafio de los
microplasticos, los cuales fueron esférulas de 0.7 a 0.9 mm de didmetro en promedio. Estos
no contenian ningun aditivo téxico (de acuerdo con la informacién de la marca: BASF) que
causara dano quimico y por su forma esférica no son fisicamente perjudiciales para la
cavidad estomacal de los organismos sujetos del experimento, como podria ser el caso de
un fragmento o pelicula cortante.

El tamaio de los micropldsticos empleados, fue el adecuado Unicamente para la ingestidn
de los micropldsticos por los organismos seleccionados, ya que si hubieran sido mas
pequenos podria haber resultado un evento de translocacidon a tejidos como se ha
reportado en Mytilus edulis con microplasticos <80 um (Browne et al., 2008) y en Uca rapax
con microplasticos >100 um (Brennecke et al., 2015).

El proceso de adsorcion de contaminantes del ambiente es un proceso gradual (Mato et al.,
2001) y, por tanto, el tiempo de exposicion juega un papel importante. Por ello, el tiempo
de exposicidon a contaminantes de los experimentos del presente estudio (dictados por los
protocolos de un experimento de caracter internacional simultaneo), podria ser un tiempo
insuficiente para la adsorcion total. En particular, se tienen resultados de Lee et al., (2014)
guienes encontraron que las concentraciones de PHA’s en microplasticos expuestos a una
mezcla de contaminantes en solucidn se encuentra alrededor de 90 dias.

La superficie de los microplasticos es un sustrato adecuado para el asentamiento de
microorganismos tales como bacterias (Cole et al., 2011); la actividad bacteriana presenta
procesos de biodegradacion de contaminantes organicos pudiendo intervenir en la
concentracion de los contaminantes adsorbidos por los microplasticos tales como el
fenantreno y otros PHAs (Tian et al., 2008), lo cual también pudo haber influido en los
resultados.

En los resultados del experimento de supervivencia en condiciones de hipoxia, los
individuos tardaron en morir mas del tiempo calculado en el protocolo, nuevamente
demostrando la robustez de los individuos de la especie, asi como la corta duracién del
experimento.

Otro factor importante fue el tiempo de exposicion de los microplasticos a Ophiocoma
echinata (dos meses). Hasta ahora sélo Pomory y Lawrence, (1999) han llevado a cabo un
experimento con en este lapso de tiempo.

Seria importante llevar a cabo experimentos en un lapso de tiempo mayor, por ejemplo,
McGovern, (2001) menciona que una especie de ofiuro generalmente es sexualmente
madura alrededor de los dos o tres afos; asi se podria observar si existen efectos en otros
aspectos que ahora estan fuera de los objetivos de este estudio, como alteraciones en la
reproduccion, pseudosaciedad, o efectos a nivel molecular, pero que seria importante
investigar.

Es importante mencionar que el tamano de muestra pudo haber sido un factor importante
para no encontrar diferencias significativas entre tratamientos, ya que para algunas
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variables (regeneracién de brazo) los tamafios de muestra empleados para su comparacion,
no fueron los adecuados.

Los experimentos realizados en los demds paises participantes, cuyos resultados oficiales
aun no estan disponibles, es que sus resultados fueron similares a los de este estudio, es
decir que no se detectaron efectos negativos significativos en ninguno de los ambientes
estudiados ni con ninguna de las especies sometidas a estos experimentos, con los mismos
microplasticos y en el mismo lapso de tiempo.

En el programa GAME XII (2013) se realizaron experimentos también sobre efectos de
microplasticos en organismos bénticos marinos, utilizandose microplasticos de menor
tamafio y de forma irregular (Gomez-Hernandez, 2016). También en esos estudios, se
observé poca significancia estadistica en el efecto de los microplasticos aun cuando se les
agregaba un contaminante, en ese caso fluoranteno. Hay que sefialar que, Gémez-
Hernandez (2016) también considera importante, entre otros, aumentar los tiempos de
experimentacién en proyectos posteriores.
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9. CONCLUSIONES

1. En el desarrollo de este trabajo, se pudo observar el potencial para ingerir pellets
microplasticos de algunas de las principales especies de invertebrados bénticos
presentes en la Laguna arrecifal de Puerto Morelos. Particularmente, Eupolymnia
rullieri (Polychaeta) utilizé los pellets microplasticos para la construccion de su tubo,
en el caso de los equinodermos, Ophiocoma wendtii y Ophiocoma echinata,
mostraron ingerir los pellets microplasticos.

2. Se eligi6 a Ophiocoma echinata como modelo de investigacién para los
experimentos realizados como la especie mds adecuada por ser representativa de la
zona ya que es comun en los ambientes coralinos del Caribe mexicano; se demostré
que los individuos ingirieron los pellets microplasticos administrados y resulté ser
un organismo robusto que resistio a las condiciones de experimentacion y a la vida
en acuarios.

3. No se observaron diferencias significativas en la ingestion de pellets microplasticos
como vectores de incorporacion de elementos biolégicos cuando se administraron
con: algas, Artemia salina, materia orgdnica y pristinos (control). Los resultados
mostraron que la tasa de ingestion es muy variable ya que la retenciéon de
microplasticos varidé entre 0 y 248 microplasticos en el intervalo utilizado de 48
horas, por lo que se podria concluir que estos ofiuros ingieren microplasticos
indiscriminadamente.

4. No se observaron diferencias significativas para las variables de respuesta evaluadas
en Ophiocoma echinata (regeneracion del brazo, tiempo de desplazamiento,
recuperacion de la posicion normal) después de la ingesta de pellets microplasticos
con exposicidn a contaminantes del medio natural y fenantreno.

5. No obstante, aunque no se presentaron diferencias significativas para las variables
de respuesta evaluadas, en cada variable, se presentaron tratamientos con valores
numéricos mayores y menores conforme la mediana, que podrian ser antecedentes
o tendencias para futuras investigaciones.

6. Particularmente en el caso de la regeneracidon de brazo, todos los individuos de
Ophiocoma echinata presentaron una regeneracién activa del brazo presentando un
crecimiento cercano a 2 cm o mas en el periodo evaluado de un mes. Se presentd
un mayor crecimiento de la regeneracidon de brazo en aquellos individuos que
estuvieron en el tratamiento con contaminacién artificial (fenantreno) y una menor
regeneracioén de los individuos en el tratamiento sin pellets microplasticos.

7. Enelcasode las pruebas de motilidad, para la prueba del tiempo de desplazamiento,
el tratamiento que presentd mayor tiempo, numéricamente, fue el de los
organismos que estuvieron expuestos a pellets con contaminacién artificial
(fenantreno) y el tratamiento que mostré menor tiempo fue el tratamiento de alta
contaminacién. En el caso de la prueba de recuperacién de la posicién normal se
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11.

12.

13.

observé que el mayor tiempo de recuperacion lo tuvo el tratamiento con
contaminacién artificial (fenantreno) y el tratamiento sin pellets microplasticos
presentaron un menor tiempo para recuperar la posicién normal.

Las pruebas de motilidad (tiempo de desplazamiento y recuperacidn de la posicion
normal) en cuanto a los valores numéricos conforme la mediana, ambas muestran
un mayor tiempo para el tratamiento de contaminacién artificial (fenantreno).

No se encontraron micropldsticos en la zona submareal, el cual corresponde al sitio
donde se recolectaron los individuos Ophiocoma echinata.

De los microplasticos encontrados en la zona intermareal, el 74% fueron catalogados
como fragmentos.

Se detectd por cromatografia (HPLC), la presencia de fenantreno en las muestras de
agua de mar provenientes del sitio con alta contaminacién correspondiente a la
“Marina el Cid” esto indica que el sitio elegido fue idéneo por la presencia del
contaminante.

En el caso de la deteccion de fenantreno en los microplasticos que fueron
previamente expuestos a 2 pg L' del contaminante, se observd mostraron la
presencia de este, por lo que se puede aseverar que los pellets microplasticos si
adsorbieron el contaminante exitosamente.

Se considera que los experimentos realizados en este estudio constituyen
fundamentos basicos para investigaciones futuras ya que son muy escasos los
conocimientos sobre el tema. Seria recomendable continuar con este tipo de
investigaciones y ampliar sus objetivos, profundizando en aspectos a largo plazo,
con otros organismos marinos y con diferentes tamafios y formas de los
microplasticos por ejemplo. Es fundamental adquirir conocimientos mas completos
sobre su influencia en la biota marina, ya que se observa que la contaminacién por
microplasticos estd en aumento constante y quizds hasta alarmante en el medio
marino.
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