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Efecto de micro plasticos de Acrilonitrilo Butadieno Estireno (ABS)

sobre la tabla de vida de Daphnia pulex Linnaeus, 1758
Resumen

Los plasticos una vez terminada su vida util llegan al ambiente en donde sufren
fragmentacion, reduciendo su tamafio a niveles nanométricos, contaminando
diferentes ecosistemas entre ellos los acuéticos. Uno de los plasticos que mas
problemas presenta en ambiente acuatico es el polimero ABS (Acrilonitrilo-
Butadieno-Estireno). Las particulas del polimero ABS pueden acumularse en tracto
digestivo y otros 6rganos, atrofiando procesos como la nutricion y reproduccion, en
los niveles troficos basales como en el zooplancton. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de la contaminacion producida por micro plasticos de ABS en
Daphnia pulex (Claddcera). Esto se llevo a cabo con recipientes de vidrio de 50 ml
en los cuales se introdujeron 10 individuos (D. pulex) en medio de cultivo (EPA) esto
como unidad experimental, se realizaron 4 repeticiones por tratamientos los cuales
fueron: grupo control (0); 200 y 300 pg/L de microplasticos ABS. Se realiz6 un
estudio de tabla de vida para evaluar supervivencia, fecundidad y esperanza de
vida, con ayuda de un microscopio estereoscOpico, asi mismo se observaron
algunos organismos para corroborar la ingesta de las particulas de ABS. En los
resultados se observo que en el grupo control presentd una supervivencia tipica
(Tipo 1), donde el 80% de la poblacion inicial se mantuvo viva hasta el dia 10 y
decayendo continuamente hasta el dia 25, mientras que en las concentraciones de
200 y 300 pg/L se observd un comportamiento lineal (Tipo Il) teniendo un
decremento en la supervivencia de manera constante desde el dia 1 hasta el dia
30. En el caso de la fecundidad, el grupo control tiene un comportamiento tipico,
ciclos repetidos a lo largo del experimento (2 neonatos/hembra), mientras que en
las concentraciones de 200 y 300 pg/L la fecundidad es similar con valores que
oscilan entre 0 y 2 neonatos/hembra con respecto al grupo control, hasta los ultimos
5 dias del experimento donde hay un aumento drastico de la fecundidad llegando a
valores de 8 y 10 neonatos/hembra (200 y 300 ug/L respectivamente), en el caso

de la esperanza de vida las concentraciones de 200 y 300 pg/L presentaron una
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esperanza de vida més prolongada, llegando hasta el dia 30 en comparacién con el
grupo control (25 dias). Para el caso de las observaciones en microscopio
estereoscopico se identificaron microparticulas de ABS en los tractos digestivos de
los claddceros expuestos en las concentraciones de 200 y 300 ug/L. En conclusién,
se observa que existe un efecto negativo y de estrés, provocado por el micro plastico
de ABS en D. pulex, y baja fecundidad.
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Abstract

Plastics once finished their useful life reach the environment where they suffer
fragmentation, reducing their size to nanometric levels, contaminating different
ecosystems including aquatic ones. One of the plastics that presents the most
problems in an aquatic environment is the ABS polymer (Acrylonitrile-Butadiene-
Styrene). ABS polymer particles can accumulate in the digestive tract and other
organs, atrophying processes such as nutrition and reproduction, at basal trophic
levels such as zooplankton. The objective of this work was to evaluate the effect of
the contamination produced by micro ABS plastics in Daphnia pulex (Cladocera).
This was carried out with 50 ml glass containers in which 10 individuals (D. pulex)
were introduced into culture medium (EPA) this as an experimental unit, 4 repetitions
were performed for treatments which were: control group (0); 200 and 300 ug / L of
ABS microplastics. A life table study was carried out to evaluate survival, fertility and
life expectancy, with the help of a stereoscopic microscope, and some organisms
were observed to corroborate the intake of ABS patrticles. In the results it was
observed that in the control group it presented a typical survival (Type 1), where 80%
of the initial population remained alive until day 10 and decaying continuously until
day 25, while in the concentrations of 200 and 300 ug / L a linear behavior (Type I1)
was observed having a decrease in survival steadily from day 1 to day 30. In the
case of fertility, the control group has a typical behavior, repeated cycles at
throughout the experiment (2 infants / female), while in the concentrations of 200
and 300 ug / L the fertility is similar with values ranging between 0 and 2 infants /
female with respect to the control group, until the last 5 days of the experiment where
there is a dramatic increase in fertility reaching values of 8 and 10 neonates / female
(200 and 300 ug / L respectively), in the case of life expectancy concentrations of
200 and 300 pg / L presented a life expectancy longer, reaching up to day 30
compared to the control group (25 days). In the case of observations under
stereoscopic microscopy, ABS microparticles were identified in the digestive tracts
of the cladoceres exposed in the concentrations of 200 and 300 pg/ L. In conclusion,
it is observed that there is a negative and stress effect, caused by the micro ABS

plastic in D. pulex, and low fertility.
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1. Introduccién

“Si, en efecto, los microplasticos ya han entrado a la cadena alimenticia en todos

aquellos sitios en donde la gente quema la basura.”

Dra. Esperanza Huerta Lwanga

En entrevista para Agencia Informativa CONACYT,
Microplasticos contaminando el alimento de los mexicanos,
Ciudad de Mexico, 27 de enero del 2018

El plastico es un material inorganico compuesto a base de carbono y presenta
moléculas de cadenas largas, por sonsiguiente también se puede referir a ellos
como polimeros. Debido a su gran versatilidad y maleabilidad se ha extendido y
diversificado el uso de estos polimeros, desde pequefios componentes hasta
productos mas grandes como, bolsas, embalaje, tela y/o cosméticos (Gdngora,
2014; Chang, 2015). En 1950 inicio la produccién de plastico, esto ha ido en
aumento constante, teniendo producciones histéricas en 2012 y 2016 (288 y 335
millones de toneladas respectivamente), esta produccién representa un sin nimero
de residuos (PlasticsEurope, 2018). Durante un largo periodo, los plasticos han sido
el centro de atencion, no obstante, desde el afio 2000, se observé que fragmentos
pequefios de plastico como fibras o granulos (microplasticos) eran contaminantes

de los sistemas acuaticos (Cole et al, 2011).

Entre los plasticos que se producen comiUnmente son: Tereftalato de polietileno
(PET), Polipropileno (PP), Poliestireno (PS), Polietileno (PE), Policloruro de vinilo
(PVC), Poliuretano (PUR), Resinas epoxi, Poliéster no saturado, entre muchos otros
(GESAMP, 2015). La mayoria de estos plasticos presentan vidas Utiles muy cortas
(minutos u horas), y muchos no son reciclables, terminando como residuos, dando
como resultado la contaminacion por plastico, siendo este un problema muy fuerte,
y que va en aumento cada dia (PlasticsEurope, 2018). Al terminar su vida util, los
plasticos sufren deterioro y fragmentacion (Intemperismo), causando la

diseminacion de particulas y la aparicion de micro y nano plasticos.

Por su tamafio los plasticos se dividen en nano, micro y meso. El término

nanoplasticos se refiere a aquellas particulas que miden entre 1 y 100 nm, micro
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plasticos a particulas de 0.1 yum (1000 nm) a 5000 ym y meso plasticos a todos los
materiales de mas de 5 mm (PlasticsEurope, 2018). Los microplasticos se dividen
en dos grupos principales: los microplasticos primarios que son fabricados
intencionalmente para tener un tamafio en concreto; mientras que los plasticos
secundarios son el resultado del deterioro de materiales inicialmente mas grandes.
Ejemplos de micro plasticos primarios son: granulos, polvos y microesferas para uso
industrial o cosmético (Zitko & Hanlon, 1991), que, al ser vertidos en sistemas
acuaticos quedan disponibles para ser consumidos por los consumidores primarios
de las redes troficas causandoles afecciones como obstruccion de tractos
respiratorios o digestivos ademas de movilidad (Lima et al., 2015). De los
organismos que se ha comprobado la ingesta de microplasticos tenemos a los
invertebrados, Daphnia magna (Cladécera), Gammarus pulex (Anfipoda),
Lumbriculus variegatus (Oligochaeta), Notodromas monacha (Ostracoda) (Hoellein
et al., 2014; Imhof et al., 2013; Rosenkranz et al., 2009); asi como en diferentes
especies de peces, como: Cathorops spixii, Cathorops agassizii, Sciades herzbergii
(Erkes-Medrano et al., 2015; Possatto et al., 2011).

Otros organismos afectados por la ingesta de microplasticos son los peces, que de
acuerdo con Lusher, Holmann & Mendoza (2017) ~50% de las especies de
importancia piscicola a nivel mundial se les ha detectado microplasticos, por lo que
este problema ha causado estragos en la salud humana y la economia por bajar la
calidad de los alimentos. Por lo tanto, se ha comenzado a plantear un problema
emergente en materia de salubridad y seguridad alimentaria, debido a que la
toxicidad de los plasticos que contaminan los ambientes acuéaticos, no han sido

evaluados por los comités cientificos internacionales.

El conocimiento que se tiene a cerca de los microplasticos en cuerpos
dulceacuicolas como lagos o rios es mucho menor al que se tiene en sistemas
marinos, sin embargo, en los ultimos afos, estudios han demostrado la presencia
de microplasticos (<5 mm) en cuerpos de agua en Norteamérica, Europa y Asia,
siendo de los plasticos mas abundantes el polietileno, el polipropileno y el
poliestireno a través de las aguas residuales domésticas, los microplasticos de
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origen industrial como polvos, granulos de resinas como microplasticos primarios y
microplasticos secundarios como resultado de la degradacion de macroplasticos.
En cuanto a los efectos que la presencia y la ingesta de microplasticos tienen sobre
los organismos, aun no se encuentra bien descritos, por lo que se necesitan
esfuerzos por detallar cada uno de ellos, tanto en vertebrado como invertebrados
dulceacuicolas, sin embargo, se sabe que dichos efectos tienen una gran
semejanza con los producidos en organismos marinos (Eerkes-Medrano et al.,
2015).

Se sabe ademas que algunos mondmeros de plastico estan asociados con procesos
cancerigenos al crear depdsitos en tejidos sin poder eliminarse (granulocitoma)
(Auta et al., 2017 & Von Moos et al., 2012) o producir otro tipo de toxicidad si son
ingeridos, aunado a esto se sospecha que muchos aditivos plasticos pueden inducir
desordenes a nivel endocrino y los contaminantes toxicos absorbidos por los
plasticos pueden liberarse y bioacumularse (Meeker et al., 2009 y UNEP, 2008).
Algunas autoridades cientificas internacionales como el JECFA, han realizado
evaluaciones exhaustivas sobre la toxicidad potencial a la luz de los nuevos datos
cientificos generados. Este complejo proceso de evaluacion es clave para todas las
fases que incluye el andlisis de riesgos (evaluacion de riesgos, gestion de riesgos y
comunicacion de riesgos). Los avances que han tenido lugar en materia de
nanotoxicologia desde principios de siglo, sugieren que se pueden estar
diseminando en el medio ambiente nanoparticulas capaces de penetrar en los
tejidos de los seres vivos y acumularse con efectos desconocidos. La mayoria de
los restos de plasticos que se localizan en las zonas de acumulacion corresponden
a los materiales mas utilizados, siendo polietileno, polipropileno y poliestireno los
mas frecuentes en los muestreos de diferentes investigaciones (Lusher, Holmann &
Mendoza, 2017).

Se ha reportado que los micoplasticos se acumulan en el tracto digestivo de peces
(marinos y epicontinentales), crustaceos, equinodermos y bivalvos, estos ultimos de
mayor preocupacion porque consumimos el organismo entero con todo y tracto

gastrointestinal (EFSA, 2016) De los reportes de sobre concentracion de
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microplasticos en mejillones tenemos que paises Europeos reportan menos de 0.5
particulas/g de mejillosn, mientra que China reporta niveles altos de con un valor de
4 particulas/g (EFSA, 2016)

Ademas de los vertebrados y macroinvertebrados, el estudio de toxicidad en el
grupo del zooplancton es de vital importancia ya que estos se sitian en el primer
eslabdn de flujo de energia entre los productores primarios, y los niveles energéticos
superiores, ademas de aporta nitrégeno y fosforo al medio acuatico a través de su
excrecion (Acosta, 2005). En el caso particular de D. pulex, es un excelente modelo
para realizar pruebas en toxicologia de microplasticos ya que es una especie
cosmopolita de sistemas epicontinentales, presentar ciclos de vida cortos (30 dias),
de facil manutencién en laboratorios y facil manutencién en los mismos y tener
habitos filtradores generalistas, ademas de que es un modelo comunmente usado

en ensayos toxicologicos de otros compuestos (SARMA 2006).
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2. Antecedentes

Se realiz6 una busqueda de trabajos relacionados a microplasticos en sistemas
acuaticos (marinos y continentales) de México (Figura 1), ya que la situacion de la
investigacion en México es muy particular al tener lineas de costa tanto en el Este
como en el Oeste, y un sin nimero de cuerpos de agua continentales, con todo lo
anterior deberia de ser un pais a la vanguardia en cuanto a investigacion en campos
como contaminacion acuatica y mayormente por microplasticos en ambientes
acuaticos, ademas de investigaciones del efecto de estos microplasticos en grupos
de suma importancia como lo es el plancton, sin embargo, después de realizar
busquedas en la base de datos de PubMed, solo se encontraron tres trabajos
realizados en México y relacionados con los microplasticos en ambientes marinos

a pesar de la gran cantidad de articulos que se han publicado.

El primer trabajo publicado en 2016 a cargo del Instituto Politécnico Nacional
(Retama et al, 2016), en el que demuestran la presencia de microplasticos en los
sedimentos en zona de playa seca de la bahia turistica de Huatulco, el segundo en
el mismo afio en donde observan los efectos negativos de los microplasticos en
macrofauna marina (ballenas) desde alteraciones en fracciones de ADNmt hasta la
deteccién de aditivos plasticos (ftalatos), compuestos organoclorados y respuestas
de biomarcadores y peroxidacion lipidica comparando el Mar Mediterraneo y el Mar
de Cortés, encontrando una mayor concentracion de microplasticos en el mar
mediterrdneo en comparacion con el mar de Cortés (Fossi et al, 2016) y por ultimo
en 2018 una investigacion a cargo de la Universidad Autbnoma de Baja California
demuestra la presencia de microplasticos en playas arenosas del Mar de Cortés
siendo estas de 135 +/- 92 particulas kg-1 y la forma de fibras la mas abundante
gue comprende el 91% de todos los microplasticos analizados (Pifion-Colin et al,
2018).

Respecto a cuerpos de agua de ambientes dulceacuicolas, Shruti y colaboradores
(2019) detectaron microplasticos en el sedimento de la cuenca del Rio Atoyac,
Puebla, México. A pesar de que son escasos los trabajos la problematica de los

microplasticos es grave y se puede percibir con los mas de 2000 resultados que se
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generan de investigaciones de Estados Unidos hechas en la parte norte del Golfo
de México, por lo que se precisa urgente el desarrollo de mas investigaciones en el

campo de los microplasticos en ambientes marinos y dulceacuicolas.

Po otro lado reportes fuera de la region Maiju Lehtiniemi y colaboradores (2018)
observaron la ingesta de microplasticos primarios (manufacturados) y secundarios
(producto de la degradacion) siendo Poliestireno el plastico primario y PET y ABS
los secundarios, estos microplasticos fueron ofrecidos a planctivoros pequefios
(peces y camarones) junto con su comida habitual. Los resultados de esta
investigacion arrojaron que todos los organismos dentro del experimento mostraron
microplasticos en el contenido estomacal y que los plasticos secundarios mas
comunmente presentes fueron los fragmentos de ABS (encontrados en el 75% de
los camarones), se encontraron fragmentos de ABS en el 100% de los organismos
usados en el tratamiento de la mezcla de los microplasticos, ademas de que fuero
los fragmentos mayormente encontrados en camarones (15 fragmentos de ABS en

un solo individuo).

Algunos otros puntos relevantes de esta investigacion fueron que el 8% de los
camarones también habian ingerido fibras plasticas, aunque estas no se ofrecian
intencionalmente en los experimentos, los plasticos primarios fueron ingeridos en el
50% de los camarones sin embargo mencionan que se ha observado un incremento
proporcional al aumento de las concentraciones Unicamente en microplasticos
primarios y no corresponde el aumento en microplasticos secundarios, en adicion,
exhortan a que las investigaciones futuras se centren en microplasticos secundarios

y en concentraciones mas cerca de las condiciones naturales como sea posible.

En cuanto a investigaciones internacionales existen trabajos relevantes para esta
investigacion como es el caso de LeMoine y colaboradores (2018) los cuales
evaluaron el impacto de altas concentraciones de microplasticos de polietileno (5y
20 mg/L) en las primeras etapas del pez cebra evaluando principalmente secuencias
de ARN, observando acumulacion en el tracto gastrointestinal, ademas de cambios

transitorios y extensos en las expresiones de genes larvales.
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En el caso de micro crustaceos, Jemec y colaboradores en 2016 emplearon fibras
textiles de PET desde 62-1400 um para ver los efectos en D. magna después de
una exposicion aguda (48 h) y posterior a un tiempo de recuperacion (24 h)
mostrando que el tamafo promedio ingerido de fibras era de 300 um sin embargo
se encontraron fibras hasta de 1400 um dentro de las Daphnias, ademas de
observar un decremento en la supervivencia de los organismos y se observo que

no hubo recuperacion después de 24 h libres de los microplasticos.

Rosenkranz y colaboradores en el 2009 evaluaron la absorcion, acumulacion y la
depuracion de poliestireno carboxilado en dos tamafios diferentes (20 y 1000 nm)
sobre el cladocero D. magna encontrando una rapida acumulacién en el tracto
gastrointestinal después de una hora de exposicion tanto en adultos como en
neonatos, ademas de evidencia de que los microplasticos cruzaron la barrera
epitelial intestinal, en el caso de la depuracion fue del 90% para las particulas de
1000 nm y 40% para las de 20 nm.

En el caso de la micro y nanotecnologia también existen registros de toxicidad en
otros materiales como el dioxido de titanio, como el estudio publicado por Clement
y colaboradores en el 2013 en donde se realiz6 una prueba de toxicidad aguda de
48 y 72 horas, mostrando toxicidad dosis dependiente, también en el caso de
Hamilton y colaboradores en el 2009 que, aunque no utilizan un modelo en plancton,
demuestran las severas consecuencias de las nanoparticulas de TiO2 sobre

macrofagos pulmonares.

Otros factores que pueden influir en la dinAmica poblacional del género Daphnia es
la temperatura y la alimentacion y estos efectos se ven exacerbados cuando existen
contaminantes como el cadmio, tal es el caso del articulo publicado por Heugens y
colaboradores en el 2006 en el que se demuestra que incluso en condiciones
favorables de temperatura existe un decremento en la supervivencia de la poblacién

cuando hay un contaminante en el ambiente (cadmio).

Setala y colaboradores en el 2014 demostrd la capacidad de transferencia de las

microesferas de poliestireno de organismos de un mismo un taxa, con una
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exposicion inicial de 12 horas a los microplasticos, la red de transferencia se vio en

organismos como poliguetos, camarones, claddceros, y rotiferos.

LAJUS vy colaboradores en el 2004 evaluaron la plasticidad fenotipica de Daphnia
pulicaria y los cambios morfolégicos tanto en adultos como en neonatos sometidos
a diferentes condiciones de luz y oscuridad, encontrando que los cambios de
duracion del dia solo explica del 1-2% de la variacion fenotipica, mientras que la
inestabilidad del desarrollo explica del 98-99% de la variacion fenotipica debido a
esto la contribucién de la inestabilidad del desarrollo a la variacion fenotipica debe

considerarse al estudiar rasgos fenotipicos.

Weber y colaboradores en el 2018 probaron la toxicidad de fragmentos
(microplasticos) irregulares de PET fluorescente en individuos juveniles y adultos de
Gammarus pulex durante 24 horas y 48 dias, demostrando que en el primer periodo
la ingesta de microplasticos depende de la concentracidon y de la edad ya que los
juveniles consumen mas que los adultos, sin embargo al termino del experimento
se demostré que los microplasticos no afectaron significativamente la supervivencia,
el desarrollo, el metabolismo y la actividad alimentaria, esto atribuido a la variacion
en los regimenes de exposicidén, caracteristicas plasticas, asi como los rasgos

morfologicos, fisioldgicos y de comportamiento especificos de la especie.
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3. Justificacién

La obtencién y asimilacion de energia es un proceso vital para todos los seres vivos
y el proceso por el cual lo hacen crea una compleja red de interacciones, que a lo
largo de las historias evolutivas y de competencia todos los organismos han
encontrado un nicho que permanece en equilibrio, hasta que factores externos como
la contaminacion, producto de las actividades humanas, alteran este estado de
“equilibrio”, uno de los contaminantes emergentes mas comunes son los diferentes
tipos de polimeros o plasticos, que en la actualidad podemos encontrar en diferentes
ambientes siendo los ecosistemas acuéticos de los mas afectados, desde los rios
que acarrean los diferentes plasticos terminando en cuerpos de agua mas grandes

como los lagos principalmente.

Estos plasticos son depositados en diferentes tamafios por el proceso de
intemperismo volviéndolos “disponibles” para su consumo y peligroso para los
consumidores primarios, porque el consumo de plastico en los eslabones primarios
de las redes tréficas podria acarrear consecuencias al resto de los niveles de la
trama tréfica, dafiando a los Ultimos consumidores, ejemplo de estos ultimos
consumidores es el hombre, ademas de catastrofes ambientales severas que nos
involucran, México es un caso muy particular, ya que al tener lineas de costa en
ambos lados del territorio nacional y un gran numero de cuerpos de agua
continentales, deberia de ser un pais a la vanguardia en cuanto a investigacion en
campos como contaminacion por microplasticos en ambientes acuaticos, por lo
tanto en esta investigacion se plantea la evaluacion del efecto que tienen los
microplasticos en las redes troficas de los ambientes acuaticos, haciendo énfasis
en los consumidores primarios como el zooplancton, siendo el cladécero Daphnia
pulex un modelo ideal para este estudio, ya que al ser un filtrador generalista es
capaz consumir particulas de microplasticos ademas de ser sensible a factores que

contaminen su ambiente.

22



4. Hipotesis

Por su tamafio, los microplasticos son frecuentemente consumidos por organismos
generalistas que no pueden seleccionar su alimento, tales como el cladécero
Daphnia pulex. Si este organismo es expuesto a microplasticos de Acrilonitrilo
Butadieno Estireno (ABS) esperamos observar una acumulacion de las particulas
en el tracto digestivo provocando una obstruccién. Esto resultara en una
disminucién en la supervivencia y fecundidad y cambiando la curva tipica de D.
pulex, asi mismo si se expone a diferentes concentraciones de microplasticos se

espera observar los efectos mas adversos en la concentracion mas elevada
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5. Objetivos
General

Evaluar el efecto de microplasticos de Acrilonitrilo Butadieno Estireno (ABS) en la

tabla de vida del cladocero Daphnia pulex
Particulares

e Estudiar la supervivencia, fecundidad y esperanza de vida de D. pulex
expuesta a diferentes concentraciones de microplasticos de ABS.
e Analizar el porcentaje de ingesta de microplasticos de ABS dentro del tracto

digestivo de D. pulex.
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6. Material y Métodos
6.1 Cultivo de Zooplancton

Los Cladéceros (Daphnia pulex) se obtuvieron de una cepa cultivada en el
laboratorio de microbiologia ambiental (Procariontes) de la Unidad de Investigacion
Interdisciplinaria en Ciencias de la Salud y la Educacion UIICSE-FES Iztacala
UNAM, dicha sepa se obtuvo naturalmente de los canales de Xochimilco en la
Ciudad de México, los cuales se mantenian en un recipiente de vidrio (pecera) de
10 litros de volumen util, con medio EPA, alimentados cada tercer dia con
microalgas (Scenedesmus acutus y Chlorella vulgaris) a temperatura ambiente (20-
22 °C). Para los experimentos, los cladoceros fueron agrupados en decenas de
organismos por recipiente conservando los parametros de la cepa (medio de cultivo
EPA — CaS04, MgSOs4, NaHCOs3;, KCL- temperatura ambiente), excepto la
alimentacion, la cual fue de 100 pl por recipiente, con una densidad de 250 000

cel/ml.
6.2 Obtencion de Microplasticos

Se utilizé plastico ABS triturado para uso comercial, obtenido de un molino industrial
en el municipio de Ciudad Azteca, Ecatepec, Estado de México, posteriormente el
plastico obtenido fue triturado en un molino manual para granos, consecutivamente
se tamizo el polvo resultante y posteriormente el plastico se licuo en seco para lograr
un tamafio de particula menor, este polvo plastico se tamiz6 con una malla con

didmetro de poro de 10 pm
6.3 Exposicion de D. pulex a microplasticos

Los organismos (D. pulex) fueron expuestos a dos concentraciones, 200 y 300 ug/L
de microplasticos en medio EPA, ademas de un grupo control (sin microplasticos)
todo esto hasta que murio el ultimo organismo (30 dias). En recipientes de 80 mL
se colocaron 50 mL de medio EPA, posteriormente se agregaron 10 organismos de
D. pulex (con menos de 48 horas de nacidos) a cada uno de los recipientes y se
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realizaron 4 repeticiones por tratamiento y grupo control el medio fue cambiado cada

48 horas. Todos los organismos fueron alimentados con C. vulgaris.

6.4 Evaluacién del efecto toxico del plastico fragmentado ABS sobre la

dindmica poblacional

Diariamente se registré el nimero de organismos vivos de la misma cohorte y los
individuos recién nacidos, los cuales eran contados y retirados de los recipientes.
El experimento termino cuando muri6 el ultimo organismo de la cohorte inicial. Sobre
la base de datos de supervivencia (Ix) y fecundidad (mx) se calcularon las variables
demograficas segun las ecuaciones de Krebs (1985) siendo estas, promedios de
vida, tasa de reproduccion bruta, tasa de reproduccion neta, tiempo generacional y

tasa de incremento poblacional.

Los resultados de la tabla de vida y de las pruebas demograficas se realizaron con

las siguientes formulas.

Supervivencia

Esperanza de vida

Fecundidad

_nx—(nx+1)
B nx

mx

Tasa reproductiva bruta

Yo
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Tasa reproductiva neta Ro

Tiempo generacional

Xhbomx. X
Ro

Tasa de incremento poblacional (r)

n

Z e ™ Lxmx =1

x=0
6.5 Andlisis de microplasticos en el tracto digestivo de D. pulex

Se detecto la ingesta de microplasticos de manera visual utilizando un microscopio
estereoscopico, revisando el tracto digestivo de individuos de cada tratamiento
(Control, 200 y 300 WL de microplasticos) seleccionados al azar, vivos y algunos
muertos con pocas sefiales de descomposicion para poder visualizar el tracto

digestivo y su contenido. (Figura 2)
6.6 Analisis de fluorescencia de microplasticos

Los plasticos en suspension se observaron en microscopio de fluorescencia Nikon
ECLIPSE E600 en campo de luz UV-2A, de la misma manera, los organismos
después de la exposicion a los microplasticos de ABS se observaron montados en

portaobjetos en las mismas condiciones que las microparticulas en suspension.
6.7 Andlisis estadistico de los valores de la tabla de vida demografica

Se realizaron pruebas de ANOVA para identificar las diferencias significativas de los
valores de supervivencia, fecundidad y esperanza de vida en el software SIGMA
Plot 11.0 buscando diferencias estadisticamente significativas para los tratamientos

contra el grupo control y entre los tratamientos (200 y 300 pg/L de microplasticos).
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Material y Métodos

Obtencién de

Cultivo de Zooplancton microplasticos de ABS

Exposicion de Claddceros a
microplasticos de ABD

Analisis Visual

Tabla de Vida

Estereoscopio

V.

Variables Fluorescencia
Demogrificas

Analisis Estadistico

ANOVA

PEARSON

Figura 2. Esquema de material y métodos
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7 Resultados
7.1Evaluacién de la supervivencia, fecundidad y esperanza de vida en la tabla

de vida de D. pulex

En cuanto al grupo control podemos observar en la Figura 3A la linea de
supervivencia de tipo | tipica de D. pulex, sin embargo, en la Figura 3B y Figura 3C
que corresponden a los tratamientos de microplasticos de 200 y 300 pg/L
respectivamente, se observa un decremento en la supervivencia de los individuos
expuestos a las particulas de ABS desde los primeros dias, mostrando una curva
similar al tipo dos. Para el grupo control, se puede observar que el inicio en el
descenso en la supervivencia es posterior al dia cinco, mientras que para el grupo
de 200 pg/L comienza cerca del dia 4 y para el grupo de 300 pg/L se aprecia a partir
del segundo dia de exposicidén, también se observa que tanto en el grupo control
como en el de 200 pg/L el 50% de la poblacion muere alrededor de los 18 dias, a
comparacién del grupo de 300 ug/L en donde el 50% de la poblacion muere a los

13 dias (5 dias menos con respecto al grupo control)

La prueba ANOVA para la supervivencia entre los tratamientos encontré que la
diferencia entre los valores de los tratamientos es mayores a lo que se esperaria,
esto por casualidad, por lo que hay una diferencia significativa (P=<0.001),
posteriormente se realizé una prueba de comparacion multiple por el método de
DUNN (P<0.05) arrojando diferencias significativas entre los dos tratamientos contra
el grupo control, sin embargo, no existen diferencias significativas entre los
tratamientos de 200 y 300 pg/L (Anexo 1y 2).
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En la fecundidad (Figura 4) se puede observar el inicio de la reproduccion al rededor
del dia 3 tanto en el grupo control como en los tratamientos, en el caso de grupo
control el pico maximo de reproduccion es de 2 neonatos por dia como promedio,
para el grupo de 200 pg/L el pico maximo de reproduccién es de 7 neonatos por dia,
este valor se obtuvo cercano al dia 25 del experimento, en el caso del grupo de 300
Hg/L el pico maximo de reproduccion es de 10 neonatos por dia, este valor se obtuvo

al rededor del dia 25, ambos tratamientos superando por mucho al grupo control.

En el grupo control (Figura 4 inciso A) se observa que la fecundidad tiene un
comportamiento tipico de D. pulex, el cual, al alcanzar la edad reproductiva las
daphnias tienen crias de manera ciclica a lo largo del tiempo del tratamiento (30
dias) sin embargo el comienzo de la reproducciéon se ve adelantado, comenzando
cerca del dia 3, mientras que en los tratamientos de 200 y 300 pg/L (Figura 4 incisos
B y C respectivamente) el comportamiento es similar (reproduccién ciclica) hasta
los ultimos dias de tratamiento en los que observa una tendencia al incremento de

la fecundidad, aunque también la fecundidad se ve adelantada.

La prueba de ANOVA para identificar diferencias significativas entre los tratamientos
en la prueba de la fecundidad arrojé que las diferencias entre los valores de los
tratamientos no son lo suficientemente grandes por lo que no hay una diferencia

estadisticamente significativa (P= 0.924).
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Para la esperanza de vida, en el caso del control (Figura 5 inciso A), llego hasta el
dia 25, mientras que para los grupos con tratamiento de 200 y 300 ug/L (Figura 5
incisos B y C respectivamente) la esperanza de vida fue mayor, siendo de 32 dias

para el grupo de 200 pg/L y de 30 dias para el grupo de 300 pg/L.

La prueba de ANOVA para la esperanza de vida entre los tratamientos arrojé que la
diferencia de los valores entre los grupos de tratamientos son mayores a lo que se
esperaria por casualidad, por consigiente hay una diferencia estadisticamente
significativa (P<0.001), posteriormente se realizo la prueba de comparacion multiple
por el método de Holm-Sidak, con un nivel de significancia igual a 0.05, mostrando
diferencias significativas entre el grupo de 200 pg/L de ABS contra el grupo control
y el grupo de 300 ug/L de ABS, pero no entre el grupo control y el tratamiento con
la concentracion mas alta (300 pug/L de ABS) (Anexo 4y 4.1).
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7.2 Analisis Demografico

En el caso de los promedios de vida (Figura 6), en el grupo control el valor de
promedio de vida es de 17 dias +/- 1 dia aproximadamente, se encontré que el
tratamiento de 200 pg/L tuvo un valor de promedio de vida de los 20 dias de
exposicion +/- 1 dia, y el grupo con un menor valor de promedio de vida seria el de
la concentracibn mas alta (300 pg/L) siendo este valor de 14.5 +/- 2 dias,
exceptuando el comportamiento del segundo grupo que corresponde a la primera
concentracion (200 pg/L), es un comportamiento esperado que entre mas alta la

concentracion, el promedio de vida fuera menor.

o5 Promedio de Vida
20 F T
1
15 |
[72]
@
a
10 }
5 -
0
1 2
[ Control Tratamientos
1 200 pg/L
B 300 pg/L

Figura 6. Grafica de promedios de vida. Grupo Control, 200 pg/L y 300 pg/L
(Barras de izquierda a derecha respectivamente) con desviacion estandar.

P=0.143 . . . .
En la tasa reproéuctlva bruta (Figura 8) se observé una tendencia al aumento
dependiendo de la concentracion de microplasticos, es decir, entre mayor fue la
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concentracion de microplasticos de ABS (300 pg/L), se encontrd un valor mayor en
la tasa reproductiva bruta (24 neonatos para el grupo de 200 pg/L y 27 para el grupo
de 300 pg/L) , mientras que en el caso del control que tiene una cantidad de
microplasticos igual a cero, se observa el valor de reproduccién bruta mas bajo. En
la grafica de la reproduccion neta (Figura 9) se encontraron dos fendmenos
interesantes el primero es la reduccion por la mitad del valor que presentaban los
tratamientos, tanto el de 200 como el de 300 pg/L de ABS, que mientas en la grafica
de reproduccion bruta oscilaba entre un valor de 30, en la gréafica de reproduccion
neta caen en ambos tratamientos hasta valores por debajo de los 14, siendo el mas
bajo el tratamiento de 300 ug/L de ABS llegando hasta practicamente 12.
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Figura 9. Grafica de reproduccién neta, grupo control, 200 pg/Ly 300 pg/L
(Barras de izquierda a derecha respectivamente) con desviacién estandar. P>
0.050

El tiempo generacional (Figura 10) en el caso del control es més rapido, teniendo
crias alrededor ocho dias en promedio, mientras que, para los dos tratamientos, 200
y 300 ug/L de ABS, el tiempo generacional es mas prolongado siendo en promedio
de 12 dias para el grupo de 200 ug/L y 11 dias para el grupo de 300 ug/L
aproximadamente.
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Figura 10. Grafica de tiempo Generacional, grupo control, 200 pg/L y 300 pg/L
(Barras de izquierda a derecha respectivamente) con desviacién estandar. P>
0.050

En cuanto a la tasa de crecimiento poblacional (Figura 11) se observa en la grafica
gue los tratamientos y el grupo control tienen valores por debajo de uno, teniendo
en el caso del grupo control 0.4 +/- 0.2 individuos por dia, en el caso de grupo de
200 pg/L el crecimiento se encuentra por encima de 0.5 +/- 0.05 individuos y por
altimo el grupo de 300 pg/L se observa un incremento de 0.5 +/- 0.1 individuos por
dia, sin embargo, aunque no se encontraron diferencias significativas, existe una
tendencia marcada de los dos tratamientos (200 y 300 pug/L de ABS) a ser mayor la

tasa de crecimiento poblacional en comparacion con el grupo control.
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Figura 11. Grafica de crecimiento poblacional (r), grupo control, 200 pg/Ly 300
pg/L (Barras de izquierda a derecha respectivamente) con desviacion estandar.
P> 0.050

7.3 Analisis de la ingesta de microplasticos de ABS dentro del tracto digestivo de
D. pulex mediante microscopio estereoscopico

Como primer paso en el analisis de los microplasticos se realizé una evaluacion del
tamafio de particulas de ABS mediante el uso de microscopia estereoscopica con
el fin de garantizar que fuera fisicamente posible la ingesta de plastico por D. pulex

posteriormente al proceso de fragmentacion y tamizado con malla de 10 micras de
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tamafio de poro, encontrando particulas del tamafio de células de Chlorella vulgaris
gue son uno de las algas consumidas por D. puex, en la Figura 12 podemos apreciar
las células de C. vulgaris en color verde claro de fondo, y particulas de plastico de
diferentes dimisiones, con un circulo de color rojo se encuentra sefialada la particula

con un tamaio similar a C. vulgaris.

it : bl i 1

Figura 12. Particulas de ABS comparadas con C.
vulgaris

En el analisis visual de la ingesta de microplasticos de ABS en el tracto digestivo de
D. pulex mediante microscopio estereoscopico se encontré que después de 30 dias
(aproximadamente) de exposicion a los microplasticos (<10 micrometros), se puede
observar la presencia de particulas de color obscuro en diferentes posiciones a lo
largo de su tracto digestivo, esto después de analizar a las Daphnias de ambos
tratamientos encontrando presencia de microplasticos al menos en 50% de los
organismos, esto visto Unicamente en estereoscopio, por lo tanto, se infiere que
estas particulas son microplasticos de ABS, lo que se muestra en la Figura 13, un

organismo de D. pulex, su tracto digestivo de un caracteristico

color verde debido al consumo de micro algas y de color mucho mas obscuro,

particulas de ABS sefaladas con una circunferencia de color rojo.
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Figura 13. Particulas de ABS en el interior del
intestino de D. pulex

Al termino de los 30 dias de la exposicion a microparticulas de ABS podemos
observar en los desechos de D. pulex restos (foliculos fecales) de microparticulas y
algunas fibras plasticas tanto dentro como fuera de los desechos, las particulas
fuera de los desechos se las podemos atribuir al precipitado de las mismas, sin
embargo, se aprecian zonas mucho mas obscuras en los desechos (Figura 14), por
lo que podemos inferir que las particulas de ABS fueron consumidas y que algunas
de ellas pueden atravesar el tracto digestivo y ser desechadas junto con el resto de
materia organica consumida.
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Figura 14. Particulas de ABS en los desechos de
D. pulex a los 30 dias de tratamiento.

7.4 Analisis de ingesta de microplasticos por fluorescencia

Se realiz6 el analisis de las microparticulas de ABS suspendidas en medio EPA
vistas en microscopio de Fluorescencia en el campo de luz UV, encontrando que
las microparticulas de ABS fluorescen en color azul, se realiz6 ademas una mezcla
de las microparticulas con C. vulgaris, encontrando microparticulas de ABS del
tamafio de dichas células y continuando con la fluorescencia de color azul, mientras

que las células de las algas fluorescian en color rojo (Figura 15).

Se realizaron pruebas de fluorescencia de Daphnias expuestas a los microplasticos
a los 30 dias de exposicion (aproximadamente), encontrando que los plasticos se
pueden acumular en las diferentes estructuras externas de los organismos, también
se encontraron microparticulas en el interior de estas, de formas muy variadas como

es el caso de las fibras y particulas amorfas (Figura 16).

Gracias al analisis de fluorescencia se pudieron observar microparticulas de plastico
ABS en el tracto digestivo de D. pulex y en el interior del organismo cerca del tracto
digestivo, presentando diferentes formas del plastico ABS (Figura 17). Por ultimo,
se realizé un analisis visual del contenido del tracto digestivo de D. pulex con ayuda
del microscopio de fluorescencia en donde se encontraron particulas de ABS que

florescen en color azul junto con células ingeridas de C. vulgaris en rojo, lo que
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confirma la ingesta de microparticulas de plastico de Acrilonitrilo-Butadieno-Estireno
(ABS) (Figura 18).

Figura 15. Particulas de ABS vistas en microscopio de fluorescencia con luz UV, A) Particulas de ABS a
40X, B) Particulas de ABS (Azul) y células de C. vulgaris (Rojo) a 40x, C) Particulas de ABS (Azul) y C.
vulgaris (Rojo) a 100X

Figura 16. Particulas de ABS en Claddceros vistos en microscopio de fluorescencia con luz UV, A) y B)
Particulas de ABS (Azul) por fuera de los organismos, tracto digestivo en color rojo) D), E) y F Particulas
de ABS (Azul) dentro de organismos 10x.
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Figura 17. Particulas de ABS (ABS) en tracto digestivo de D. pulex vistas en microscopio de
fluorescencia con luz UV, A) particulas, B) Fibra, 40x

Figura 18. Particulas de ABS (Azul) en contenido estomacal (Rojo) de D. pulex vistas en microscopio de
fluorescencia con luz UV, A) Fibra, B) Particula.
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8 Discusioén

En la actualidad, el tema de los plésticos y en particular el de los microplasticos, es
muy controversial, teniendo en un extremo un sin numero de estudios que
evidencian la presencia de estos polimeros fraccionados o manufacturados en
diferentes tipos de ambientes tanto acuaticos como terrestres (Liu et al, 2018), junto
con evidencia que demuestra la aparicion de microplasticos en diferentes érganos
en animales de consumo humano, y presencia de microplasticos en animales que
son de gran importancia ambiental y ecoldgica al ser base de las redes troficas (Ma
et al, 2016 & Karami et al, 2016) y por otro extremo la renuencia de muchas
personas y miembros de la sociedad cientifica a priorizar el impacto que estas
particulas pueden tener ya que la cantidad de estudios referentes a los

microplasticos es muy poca comprada con otros campos de estudio.

El presente trabajo se suma a los esfuerzos de muchos cientificos, puesto que en
él se intenta demostrar como afectan los microplasticos a organismos especificos
(Daphnia pulex), debido a que al ser organismos cosmopolitas se encuentran en un
gradiente ambiental desde habitats sumamente favorables hasta habitats con un
grado alto grado de alteracion, por lo cual las pruebas toxicologicas en estos
organismos permiten evaluar de manera muy clara el riesgo que pueden provocar
los diferentes tipos de contaminantes. y los efectos que estos pueden tener en su
dinamica poblacional, planteandose si las microparticulas de Acrilonitrilo Butadieno
Estireno o ABS pueden tener un efecto negativo en la tabla de vida del Clad6cero
dulceacuicola Daphnia pulex, sin embargo, las diferentes pruebas obtenidos
muestran resultados un tanto diferentes a los esperados en nuestra hipotesis sin ser
estrictamente contrarios a ella. Un ejemplo de este comportamiento es de grupos
cercanos a los claddceros (Rotifera) que se ha observado pueden vivir en ambientes
perturbados sin presentar mayores alteraciones en sus dinamicas poblacionales (ul
Hag et al, 2011).

El método de obtencion de microplasticos se realiz6 de manera manual, sin
embargo, pudimos obtener el tamafio de particula deseada, siendo este <10 um,

dicho tamario se encuentra dentro de los rangos en los que los claddceros pueden
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ingerir los microplésticos al confundirse con su comida habitual (fitoplancton) (Sun
et al, 2017). Este método puede aproximarse a lo que sucede de manera natural
(intemperismo) a diferencia de particulas manufacturadas empleadas en otros
trabajos de toxicidad por microplasticos (Wright et al 2013), teniendo las
microparticulas formas bien definidas (esferas), mientras que las empleadas en este
trabajo son amorfas, Lehtiniemi en 2018 en su trabajo de investigacion demuestra
que los plasticos secundarios en bajas concentraciones son mayormente
consumidos que los plasticos primarios, en cuanto a crustaceos planctivoros se
refiere, por lo cual se plantea que este método de manufacturacion del plastico y las
concentraciones podrian provocar efectos severos en los organismos, sin embargo
tales concentraciones deberian de compararse con otras formas para corroborar

esto.

Para la supervivencia, al mostrarse un decremento en ella desde los primeros dias
de exposicion existe un efecto negativo al estar expuestos los claddceros a los
microplasticos de ABS, siendo el grupo de 300 pg/L el que mas afectado se vio,
perdiendo el 50% de los organismos en tan solo 13 dias, mientras que el grupo
control y de 200 pg/L pierden el 50% de los organismos alrededor de los 18 dias, lo
que coincide con numerosos estudios similares en donde las concentraciones mas
altas tienen una disminucién en la supervivencia (LeMoine et al, 2018; Jemec et al,
2016; Rosenkranz et al, 2009)

En el caso de la fecundidad se han encontrado estudios que mencionan que las
Daphnias al estar sometidas a estrés, generan mas estructura de resistencia
(Gerhard 2015), esto se puede observar en los resultados, donde ambos
tratamientos tienen una mayor tasa reproductiva neta (+/- 25% mas que el grupo

control) y bruta (hasta 50% mas que el grupo control)

La prueba para evaluar las diferencias estadisticamente significativas (ANOVA)
entre los valores obtenidos para el caso de la fecundidad no arrojo diferencias entre
ninguno de los tratamientos, esto puede ser provocado por que en la mayor parte
del experimento se tiene un comportamiento similar en cuanto a la fecundidad,

valores que oscilan entre cero y hasta 4 organismos por dia, la diferencia se observa
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graficamente en los Ultimos dias en donde se observa un aumento en ambos grupos
con microplasticos (200 y 300 ug/L) este comportamiento también puede ser
explicado por la gran tolerancia que tiene el género Daphnia ante ambientes
sumamente contaminados, como lo demuestra Martines-Jerénimo y colaboradores
en el 2008 comparando dos claddéceros de géneros diferentes (Daphnia magna
contra Simocephalus mixtus) ante toxicidad provocada por hidrocarburos,
observando una menor inhibicion de la reproduccion por parte de Dhaphnia (24%)
a comparacién de Simocephalus (72%) siendo necesario realizar una prueba
comparando diferentes organismos con diferentes grados de tolerancia y que
formen parte del zooplancton ademas de pruebas estadisticas mas robustas o un
analisis diferente en donde se puedan comparar los grupos dependiendo de su
comportamiento debido a que la potencia de la prueba realizada (0.050) esta por
debajo de la potencia deseada de 0.800, esto indica que es menos probable que se

detecte una diferencia cuando realmente existe una (Anexo 3y 3.1). .

La esperanza de vida es un caso muy particular ya que esta aumenta
proporcionalmente al incremento de los tratamientos (25 para el grupo control, 28
para el grupo de 200 pg/L y 30 para el grupo de 300 pg/L), siendo el grupo de 300
ug/L el que tiene una mayor esperanza de vida, a los 30 dias, 5 dias mas que el
grupo control, Heugens (2006) demostré que la disponibilidad de alimento puede
afectar de manera positiva 0 negativa cuando el cladécero Daphnia se encuentra
en un ambiente con algun grado de toxicidad, reduciendo los efectos téxicos,
también menciona que la disponibilidad de alimento puede ayudar a la
supervivencia de las Daphnias, incluso ante cambios de temperatura, por lo que la
concentracion de microplasticos junto con la de alimento pudiera ser la responsable
de la mitigacion del efecto adverso en los valores de la esperanza de vida (28 para
el grupo de 200 pg/L y 30 para el grupo de 300 pg/L) sin embargo son necesarios

mas estudios para comprobar esta hipotesis.

Es impreciso mencionar que los efectos observados son provocados por alguna

caracteristica en particular de los microplasticos empleados, en cuanto a los datos
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obtenidos de los analisis demograficos se refiere, como el tamafio o la forma de la
particula, las concentraciones empleadas, el tipo de material (ABS), entre otras
caracteristicas, sin embargo, se ha visto en otras microparticulas que las
concentraciones influyen en el grado de toxicidad que estas pueden llegar a tenery
los efectos como se muestra en los promedios de vida (17, 20 y 15 dias para grupo
control, 200 y 300 ug/L, respectivamente) (Figura 6) en el que una concentracion en
especifico (200 pg/L en este caso) tiene un efecto diferente al del resto de
concentraciones, se ha visto en copépodos, clad6ceros, poliquetos y rotiferos que
en concentraciones mas bajas (debajo de 200 pg/L) o mas altas (arriba de 500
pg/L)tiene efectos diferentes y no necesariamente las concentraciones mas altas
provocan el mayor dafio (Setadlda, 2014), esto corresponde con lo mostrado en la
figura 6 de promedio de vida en la que la concentraciébn méas baja (200 pg/ml) tiene
un mayor promedio de vida (19 dias aproximadamente), superando los 20 dias,
incluso por encima del grupo control (por debajo de los 20 dias), efecto que

podemos atribuirselo a la concentracion.

El efecto de las bajas concentraciones, antes mencionado, también puede explicar
el caso de la figuras 8 y 9 ademas de las graficas de la figura 4, en donde se observa
una tendencia al incremento de nacimientos (hasta 12 neonatos en fecundidad y
por arriba del 25% en las figuras 8 y 9) en la concentracion mas baja (200 pg/L de
ABS) y la disminucion aparente de nacimientos en la concentracion mas alta (300
pg/L) con respecto al grupo control, Korpelainen (1986) comprobdé que los
descensos de temperatura y el cambio en el fotoperiodo pueden provocar un
aumento en la produccion de crias y diferencias en la tasa de produccion de machos
y hembras, esto producto del estrés ambiental, por lo cual, es posible que los
cladoceros al estar sometidos e estrés empleen estrategias para la supervivencia
de la especie, a pesar de ello, al ser factores diferentes la temperatura, el

fotoperiodo y los contaminantes como microplasticos.

Otro caso muy particular es el que se muestra con las figuras 8 y 9 de que
corresponden a reproduccion bruta y neta respectivamente, donde se observa que
en los grupos de tratamientos (200 y 300 pg/L) tienen una tendencia al aumento
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directamente proporcional (lineal) en el caso de la reproduccion bruta (Mas del 50%)
y aumentando solo a comparacion del grupo control pero no tan evidente entre
ambos tratamientos en el caso de la reproduccibn neta (mas del 20%
aproximadamente), el fendmeno de un aumento en ambos valores de reproduccién
de las concentraciones con respecto al grupo control, como se habia mencionado
anteriormente, puede ser provocado por el estrés al que estuvieron sometidos los
organismos al tener en su ambiente microparticulas de ABS y al ingerir las mismas,
provocando un aumento en las tasas de reproduccion (entre 20 y 50 % de aumento),
desde estructuras de resistencia (efipios) hasta crias ya que se sabe que este
comportamiento ante situaciones adversas es comun en este grupo (Lajus, 2004,
Sarma 2006).

A pesar del aumento en la reproduccion que se tuvo en los grupos de 200 y 300
Mg/L una gran cantidad de neonatos no son viables debido a que algunos de ellos
parecian inmdviles incluso ante estimulos mecéanicos realizados con la pipeta
Pasteur, no obstante, no se cuantificaron la cantidad de neonatos inmoviles sin
embargo si se pudo observar en los conteos diarios con el microscopio
estereoscopico, Weber et al en 2018 demuestra que las microparticulas de PET no
muestran efectos negativos en Gammarus pulex, esto debido a las caracteristicas
fisiologicas de la especie, por lo que los efectos que se demuestran en este y otros
articulos relacionados con los microplasticos tienen que ver con el tipo de particula

gue se evalla y las caracteristicas de la especie en concreto.

En el caso del tiempo generacional (Figura 8), se observa que es mayor en los
tratamientos, dicho fendmeno es atribuido al efecto de los microplasticos, sin
embargo, hay registros de que los microplasticos y otros factores que provocan
estrés en los ambientes acuaticos, tengan efecto en los tiempos reproductivo del
género Daphnia y otros microcrustaceos, no obstante, para el caso de D. pulex es
el primer registro de efectos de aumento en el tiempo generacional producido por
microplasticos de ABS, sin embargo Shurin y Dodson en 1997 describen un
comportamiento parecido, analizando el efecto sub letal de cianobacterias y

nonilfenol en Dhaphnia sp. observando un incremento en el inicio de la reproduccion
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por parte del nonilfenol (alrededor de los 15 dias) a comparacion de las

cianobacterias (10 dias).

La tasa de crecimiento es otro comportamiento que es posible explicar por el estrés
provocado por los microplasticos debido a que a pesar de que todos los valores,
tanto en el grupo control como en los tratamientos, son por debajo de uno, se
observa una tendencia al aumento en los grupos de 200 y 300 pg/L, lo que se puede
justificar con lo antes mencionado, el grado de estrés en el que se encuentran los

organismos.

A pesar de no tener una caracterizacion de las microparticulas de ABS se pudo
hacer un andlisis tanto del tamafio como de la forma de las microparticulas, siendo
fisicamente posible la ingesta de estas por los organismos, sin embargo, es
necesario realizar la caracterizacion de las microparticulas para atender a las
recomendaciones de entidades internacionales (JECFA, EFSA), en consecuencia
de gque México no cuenta con leyes ni recomendaciones en cuanto a produccion,
seguridad, manejo o desecho de microparticulas, en general necesaria una
legislacion nacional para atender lo antes mencionado, obteniendo los valores de
tamafio promedio de las microparticulas, tamafio superficial, carga, si se aglomeran,
entre otras caracteristicas, para tener la posibilidad de replicar las pruebas de la

manera mas fidedigna posible.

En el caso del analisis en el tracto digestivo se puede inferir que los organismos
consumieron microplasticos de ABS gracias a la observacion en el microscopio
estereoscopico, ademas que el andlisis de fluorescencia en el microscopio se
demuestra la capacidad que tienen los organismos de D. pulex para consumir
microplasticos, ademas que se observé que los microplasticos también pueden
acumularse en diferentes partes del cuerpo de los organismos, sin embargo, es
importante realizar analisis mucho mas contundentes para asegurar el consumo de
microplasticos por parte de los cladoceros empleando técnicas de microscopia de
barrido por ejemplo. Por otro lado, las observaciones de los desechos es posible
corroborar el filtrado de los microplasticos y el paso por el tracto digestivo de las

Daphnias, ademas del analisis del contenido del tracto digestivo visto en el campo
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de luz UV en donde se encuentran las microparticulas, por consiguiente, es posible

demostrar el consumo de los plasticos.

Para futuros experimentos se recomienda un aumento en las concentraciones, ya
gue a pesar de que las concentraciones empleadas han tenido efectos adversos en
las dinamicas poblacionales se han visto efectos nocivos mas contundentes en
cladéceros, ademas de hacer pruebas con diferentes organismos pertenecientes al
grupo del plancton, otro tipo de cladéceros incluso rotiferos, realizar ensayos con el
plastico expuesto a radiacion UV para evaluar quimicos que se puedan desprender
de los microplasticos, ademas de evaluar la capacidad de lis microplasticos para ser
sustrato de bacterias o algas que pudieran modificar la cantidad de nutrientes

disponibles para los organismos (Li et al, 2019).
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9 Conclusiones

Es evidente que existe un efecto asociado a los microplasticos de Acrilonitrilo-
Butadieno- Estireno (ABS) sobre la tabla de vida demografica del cladocero de agua

dulce Daphnia pulex:

e Se demostr6 que D. pulex al estar expuestas a concentraciones de
microplasticos, disminuye su supervivencia y esperanza de vida, ademas de
un aparente aumento en la natalidad provocado por estrés.

e En cuanto a los valores demogréficos, hubo una tendencia al incremento en
la reproduccion directamente proporcional a las concentraciones de
microplasticos de ABS y una disminucién inversamente proporcional a las
concentraciones de microplasticos de ABS.

e Para los analisis visuales se logré observar microplasticos de ABS en el
tracto digestivo de los organismos, sin embargo, son necesarias mas pruebas

robustas para confirmar el consumo.

Los resultados obtenidos representan un peligro, ya que se tiene escaso
conocimiento de los efectos finales que pueden suscitarse después de la exposicién
a microplasticos, no solo para el género si no para el orden Cladécera, ademas del
resto de organismos planctonicos y de niveles troficos con los que interactia, siendo

el ser humano uno de los grupos posiblemente afectados.

Aunado a todo esto, son necesarias mas pruebas con un rango de concentraciones
mas amplio, mas alto y mas bajo, para determinar cuales son los factores que
provocan los cambios al comportamiento y en los valores tipicos de D. pulex,
ademas de comprobar si estos cambios son resultado de la toxicidad provocada por

los microplasticos o estrés por un ambiente no habitual en los cladoceros.
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11 Anexos Andlisis estadisticos

Anexo 1. Supervivencia, Andlisis de varianza

Grupo N Perdidas Mediana 25% 75%

Control 88 0 9.000E+000 6.000E+000 1.000E+001
200 116 0 7.000E+000 4.000E+000 8.500E+000
300 98 0 6.000E+000 3.000E+000 8.000E+000

Diferencia estadisticamente significativa (P=<0.001)

Anexo 2. Supervivencia, comparacién multiple por pares de supervivencia (Método

de Dunn)
Comparacion Diferenciade rangos Q P<0.05
Control vs 300 5.914E+001 4.611E+000 Si
Control vs 200 4.410E+001 3.573E+000 Si
200 vs 300 1.503E+001 1.255E+000 No
Anexo 3. Fecundidad, Analisis de varianza
Nombre del N Pérdidas Media Std Dev SEM
Tratamiento
Control \ 77 0 4.857E+000 6.615E+000 7.538E-001
200 115 0 4 591E+000 6.267E+000 5.844E-001
300 \ 101 0 5.010E+000 6.782E+000 6.748E-001
Anexo 3.1. Complemento
Fuente de DF ss MS F P
Variacion
B 114 4.855E+003 = 4.259E+001
sujetos
Entre 2 6.823E+000 = 3.412E+000 | 7.956E-002 0.924
Tratamientos
Residual \ 176 7.547E+003 4.288E+001
Total 292 1.241E+004 4.251E+001
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Anexo 4. Esperanza de Vida, Analisis de varianza

Nombre de N Pérdidas Media Std Dev SEM
Tratamientos

Control 87 0 8.397E+000  5.107E+000  5.475E-001
200 116 0 1.034E+001  5.982E+000 | 5.554E-001
300 98 0 8.239E+000  4.669E+000  4.716E-001
Anexo 4.1. Complemento

Fuente de DF ss MS F p
Variacion

Entre 115 3.390E+003  2.948E+001

sujetos

Entre

Tratamientos 2 5.290E+002 = 2.645E+002 | 9.525E+000 <0.001
Residual 183 5.082E+003  2.777E+001

Total 300 8.767E+003 = 2.922E+001
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