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RESUMEN

La contaminacion masiva por plasticos causa enorme preocupacion debido a la facilidad de
estos residuos para dispersarse, y a su persistencia en el medio ambiente. El sistema marino
Antartico no escapa a esta problematica mundial, donde se ha detectado la presencia de
macro y microplasticos en aguas superficiales y zonas marino-costeras, lo que puede resultar
en una amenaza significativa para estos ecosistemas y su fragil biota. Sin embargo, la
magnitud de este problema en la Antartica esta lejos de ser comprendida, y por ello la
generacion de informacién de base ha sido identificada como una prioridad. Este estudio
busca evaluar la presencia de microplasticos (MPs) en aguas superficiales de la Bahia Collins
(Isla Rey Jorge, 62°11°'4”’S y 58°51°7°°0), y el posible efecto de estos residuos sobre los
organismos del zooplancton. Para ello se tomaron muestras de agua en tres zonas de la
Bahia, frente al Glaciar Collins, a la Base Cientifica Antartica Artigas, y en la Caleta Norma
(bahia contigua), una vez por afo entre 2016 y 2018. Se analiz6 el tamafo, color, forma, y
densidad de MPs bajo microscopio con filtro de luz polarizada. Se encontré un total de 11708
MPs en las 19 muestras, considerando unicamente 6452 de ellas para el calculo de
densidades (los mayores a 220 ym). La densidad de particulas plasticas en la Bahia Collins
oscilé en un rango entre 0,33 y 24,64 items/m?®. El promedio de densidades totales en cada
afo fue de 13,6 + 8,9 items/m?, 8,6 + 4,9 items/m®y 3,2 + 6,0 items/m?® respectivamente para
2016, 2017 y 2018, lo cual representa una diferencia de al menos un orden de magnitud
mayor respecto a otros estudios en la peninsula antartica. Se encontraron diferencias
significativas que indican menores densidades en 2018, en comparacion con 2016. Nuevos
muestreos son necesarios para demostrar si esta disminucién se mantiene en el tiempo. No
se encontraron diferencias espaciales en las densidades de MPs. Las fibras fueron el tipo de
MP que presenté mayores densidades en todos los afios y zonas. En general los porcentajes
de fibras y fragmentos para cada zona y ano tuvieron una relacion de aproximadamente 90%
y 10%, respectivamente. Los tamanos de las fibras encontradas oscilaron entre 0,001 y 4,92
mm mientras que los fragmentos lo hicieron entre 0,039 y 3,12 mm. El tamafo predominante
de MPs fue el rango mas pequefo (0,001-220 um) el cual no fue considerado para el calculo
de densidades en este estudio, ya que poseian un tamano por debajo al de las redes que se
usaron. Aunque los controles indicaron contaminacién nula durante el analisis de laboratorio,
esto puede deberse a la agregacion con otros elementos, ya sean MPs o materia organica, o
la contaminacion durante el muestreo o procesamiento. Experimentalmente se analizé la
interaccion entre MPs y Daphnia sp. Los MPs tuvieron formas irregulares y tamafos de 70 a
500 um y los tratamientos incluyeron dos concentraciones (0,01 y 0,001 g/), tanto en
combinacién con fitoplancton como en ausencia y un control con unicamente fitoplancton. En
estos experimentos fue posible detectar ingestion de MPs por parte de este cladécero y
mortalidad a altas concentraciones (0,01 g/l). Se observaron diferencias significativas en las
tasas de aclarado del fitoplancton para el tratamiento que combind fitoplancton con MPs a
altas concentraciones. Si bien las tasas de aclarado para MPs fueron mayores en los
tratamientos solo con MPs, no se evidenciaron diferencias significativas entre los
tratamientos. Este trabajo aporta informacion de base sobre la problematica de los residuos
plasticos en zonas remotas y contribuye directamente a los objetivos y desafios actuales del
Sistema del Tratado Antartico.

Palabras claves: Microplasticos, Antartida, Zooplancton, Luz polarizada, Bahia Collins,
Bahia Maxwell



INTRODUCCION

Plasticos en los océanos

“Plastico” es el nombre genérico para todo material sintético esencialmente constituido por
cadenas de polimeros organicos, siendo los mas usados hoy en dia el polietileno (PE),
polipropileno (PP), cloruro de polivinilo (PVC), poliestireno (PS) y tereftalato de polietileno
(PET) (Andrady & Neal, 2009). Estos materiales que surgieron hace menos de un siglo, se
popularizaron no solo por su bajo costo de produccion sino por presentar también
caracteristicas practicas como bajo peso, durabilidad y flexibilidad (Ratzsch et al., 2006). A
su vez, el aumento en la produccion y consumo de este material ha generado una de las
problematicas mundiales mas controversiales de estos tiempos y actualmente representa
entre un 60% y un 80% del total de los residuos marinos (Derraik, 2002). La presencia de
estos residuos ha sido ampliamente registrada a lo largo de todos los océanos y mares por
numerosos estudios (Barnes et al., 2009; Ivar do Sul & Costa, 2014; Eriksen et al., 2014;
Elias, 2015). Esta contaminacion causa enorme preocupacion debido a la facilidad de estos
residuos para dispersarse, y a su persistencia en el medio ambiente, pudiendo tardar
décadas y hasta siglos en degradarse (Cole et al,2014). Las ciudades o zonas
industrializadas aportan la mayor cantidad de materiales plasticos, siendo en su mayoria
envases (Derraik, 2002).

Si bien se desconoce la cantidad exacta de residuos plasticos en mares y océanos, algunos
estudios sefialan que podria estimarse en mas de 50 billones de fragmentos (Varnhorn, 2012;
Eriksen et al., 2014), y los nuevos aportes entre 4,8 y 12,7 millones de toneladas por afo
(Jambeck et al., 2015). Sin embargo, otro estudio evidencia como el aporte anual en 2015
super6 estos numeros, alcanzando entre 60 y 99 millones de toneladas (Lebreton & Andrady
2019). El principal motivo de esta acumulacién es el creciente consumo de este material,
estimado en 320 millones de toneladas por ano, y que sigue en aumento con el paso de los
anos (Lebreton et al., 2018). A su vez, este consumo esta acompafnado de un aumento de la
produccién de materiales plasticos, especialmente los denominados “de un solo uso”, los
cuales tienen una deficiente gestion, y sélo un bajo porcentaje entra en la cadena de reciclaje,
siendo el principal destino los vertederos a cielo abierto (Varnhorn, 2012). Desde estos
vertederos, los residuos plasticos son transportados y finalmente se acumulan en mares y
océanos tanto por estar ubicados cerca de vias fluviales o a través de los sistemas de drenaje
(Derraik, 2002; Jambeck et al., 2015; Lozoya et al., 2015). Otros aportes son el resultado de
actividades econdémicas desarrolladas directamente en el mar como la pesca, la acuicultura, y
el transporte maritimo (Moore, 2008; Andrady, 2011).

Una vez que ingresan a los sistemas acuaticos, los plasticos sufren un proceso de
degradacién por accion fisica y radiacién UV, que los fragmenta en particulas cada vez mas
pequenas, transformandose en microplasticos (particulas menores a 5 mm; Wagner et al.,
2014), o incluso nanoplasticos (particulas menores a 1um; Dawson et al., 2018; revisado por
Botterell et al., 2018; Kershaw et al., 2019). Estos microplasticos generados por la
fragmentacion de residuos mayores (e.g. fibras o fragmentos) se definen como secundarios, a
diferencia de los primarios que son aquellos producidos industrialmente en ese rango de
tamafo (<5 mm), y utilizados generalmente como materia prima de la industria del plastico
(e.g. pellets). Estos residuos pueden acumular, y transferir, sustancias quimicas
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potencialmente toxicas que se utilizan en su fabricacién (ftalatos, ignifugos y estabilizadores
UV) y contaminantes presentes en el agua que pueden adsorberse a ellos (metales pesados
y PCBs) (e.g. Andrady, 2011; Lee et al., 2014).

Microplasticos y fauna

En los ecosistemas acuaticos, diversos organismos (aves, mamiferos y reptiles) interactian
con los residuos plasticos pudiendo quedar atrapados por ellos (redes, lineas de pesca,
flejes), ingerirlos (fragmentos, bolsas), pudiendo asfixiarse o tener diversas consecuencias
negativas a nivel gastrico e intestinal (Medina & Haro, 2016).

Al igual que los macroplasticos, los microplasticos también pueden resultar nocivos para la
fauna marina. Segun Vegter et al.,(2014) existen reportes de que al menos 170 especies de
vertebrados e invertebrados han ingerido restos plasticos, incluyendo consumidores
primarios. Estos ultimos tienen un papel fundamental en el transporte de energia hacia
niveles superiores en las redes tréficas, por lo que resultan particularmente relevantes. Para
estos organismos en posiciones inferiores de la red tréfica, el consumo de microplasticos
puede generar distintos impactos negativos sobre su salud, tales como una reduccion de las
tasas de alimentacion, pérdida de reservas energéticas, estrés hepatico, y reduccion de la
fecundidad y supervivencia (Cole et al., 2015; revisado por Koelmans, 2015). Segun Browne
et al. (2008) los mejillones pueden acumular los microplasticos durante la filtracion de
particulas alimenticias, mientras que Setala et al. (2014) indican que los crustaceos también
ingieren estos residuos, pudiendo transferirlos a través de la red tréfica. Segun Cole et al.
(2015) en el copépodo Calanus helgolandicus la ingesta de estos plasticos causaria una
disminucién en su rendimiento reproductivo. En el cladécero Daphnia magna, se ha
demostrado un efecto de inmovilizacion por exposiciones a altas concentraciones de PE (12.5
- 400 mg/L) en cortos plazos (96 hs) (Rehse et al.,, 2016), y un aumento de su mortalidad
cuando se la expone a fibras de PET por 48 hs a concentraciones 12.5 - 100 mg/l sin previa
alimentacion con algas (Jemec et al.,, 2016). La evidencia en organismos antarticos aun es
escasa, aunque se sabe que el krill Euphausia superba ingiere microplasticos y durante su
alimentacion los degrada a fragmentos mas pequefios (Dawson et al., 2018).

La ingestion de microplasticos por parte de los consumidores primarios (e.g. zooplancton)
permitiria el ingreso de los plasticos a las redes troficas acuaticas, pudiendo provocar
procesos de bioacumulacién y biomagnificacion a niveles tréficos superiores (Farrell &
Nelson, 2013). Esto resulta de especial importancia en la trama tréfica acuatica en el caso del
zooplancton (e.g. copépodos, claddceros) ya que representan la fuente de alimento principal
para muchos consumidores secundarios (e.g. peces) y poseen una gran probabilidad de
ingestion de estos plasticos al ser en su gran mayoria filtradores (Botterell et al., 2018). La
biodisponibilidad de estos plasticos para los organismos dependera de su abundancia,
tamafo, estado de degradacion fisica y quimica , densidad, color, agregacién y forma
(revisado por Botterell et al., 2018; Vroom et al., 2017).

La gran mayoria de los estudios sobre los efectos de plasticos en el zooplancton tienen una
aproximacion experimental y suelen utilizar microbeads, particulas esféricas comerciales
utilizadas en la calibracion de equipamiento cientifico y en productos como cremas exfoliantes
y dentifricos, que pueden afectar la dinamica natural de alimentacién en estos organismos
(Gorokhova et al., 2017). Esto se debe a que las microbeads poseen formas mas regulares y
cargas mas negativas que las particulas alimenticias que se encuentran naturalmente (e.g.
fitoplancton), lo cual afecta positivamente la selectividad del organismo, ingiriendo mas
particulas, y en consecuencia sobreestimando su tasa de ingesta (Taghon, 1982). Cabe
destacar ademas, que en los ecosistemas acuaticos los microplasticos se recubren con
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diversas sustancias organicas (carbohidratos o péptidos), y son colonizados por diversos
microorganismos (bacterias, algas, hongos y protistas), que interactian dentro de complejos
denominados biopeliculas, que son en si misma una fuente energética para los organismos
que los consumen (Gorokhova et al., 2017). Estas comunidades microbianas diversas
formadas por heterotrofos, autétrofos, depredadores y simbiontes que viven sobre
microplasticos se denomina plastisfera, y pueden presentar una mayor proporcion de
organismos patdgenos oportunistas (Zettler et al., 2013). Por ende, los microplasticos
hallados en el ambiente podrian diferenciarse de los microbeads en las consecuencias que
generan. A su vez, muchos estudios experimentales suelen utilizar concentraciones muy altas
de microplasticos, con poca relacién con las abundancias ambientales, por lo que resulta
necesario determinar la relacion dosis-respuesta entre la concentracion de microplasticos y la
absorcion de alimentos (Cole et al., 2013).

Plasticos y la Antartida

La contaminacion por plasticos afecta con mayor intensidad a las zonas urbanas, sin
embargo, estudios demuestran que esta contaminacion se extiende también a ambientes
remotos (Barnes et al.,, 2009; Ivar do Sul et al., 2009; Barnes et al., 2010, lvar do Sul et al,,
2011). El sistema marino Antartico, el cual es un lugar escasamente habitado , remoto, y
rodeado por la corriente circumpolar antartica (CCA) que genera barreras de dispersion
biolégica (Waller et al., 2017), no escapa a la problematica mundial de los plasticos, tanto
macroplasticos como microplasticos, siendo los trabajos de Barnes et al. (2010), Lacerda et
al. (2019), Suaria et al. (2020) evidencias de la presencia de macroplasticos, y los de
Cincinelli et al. (2017), Munari et al. (2017), Waller et al. (2017), Isobe et al. (2017) y Lacerda
et al. (2019) claros antecedentes de la presencia de microplasticos en la region. Un trabajo
reciente incluso ha encontrado microplasticos en un area antartica especialmente protegida
(Gonzalez-Pleiter et al., 2020)

La isla Rey Jorge junto con las demas islas (Islas Shetland del Sur, Antartida) es el area de la
Antartida con mayor poblacion, ya sea permanente o esporadica (Pertierra et al., 2017). Parte
de esto se debe al exclusivo turismo de cruceros y vuelos privados que sobrepasan las
40,000 personas en toda la Peninsula Antartica durante el verano, y también a la presencia
de 76 estaciones de investigacion en todo el continente las cuales albergan un total de mas
de 1.100 personas en invierno y mas de 4.000 en verano segun el Consejo de
administradores de programas antarticos nacionales (COMNAP, Retamales &
Rogan-Finnemore 2011). Tanto las actividades turisticas como cientificas han causado
impactos ambientales que afectan el aire, el agua (marina y dulce), y la calidad del suelo
incluyendo nieve y hielo, debido al movimiento de personas en el medio terrestre y marino, la
gestion y eliminacion de residuos y aguas residuales, y la contaminacion por combustible
(Tort et al., 2017). Particularmente en la Base Cientifica Antartica Artigas (BCAA, zona de
este estudio), se han evidenciado virus entéricos y esteroles fecales asociados a las aguas
residuales domésticas, y contaminacion por hidrocarburos vinculada al combustible diesel,
combustiéon de residuos organicos y metales pesados (Tort et al., 2017; Rodriguez et al.,
2018; Bueno et al., 2018).

En términos de legislacion este continente se rige por el Tratado Antartico desde 1961, en el
cual se proclama al mismo como un lugar pacifico dedicado a la investigacion entre todos los
paises (Waller et al., 2017). A su vez, en 1991 se firmé el Protocolo de Madrid el cual es
complementario al Tratado Antartico y en términos generales prohibe actividades militares,
explosiones nucleares, eliminacion de desechos radiactivos y actividades mineras; mientras
que actividades como el turismo y la pesca si bien no estan prohibidas ni promocionadas se
rigen también por este protocolo. El mismo posee 4 anexos adoptados en 1991, junto con el



Protocolo (entraron en vigor en 1998): sobre evaluacion del impacto sobre el medio ambiente
(), sobre conservacién de la fauna y flora antarticas (ll), sobre eliminacién y tratamiento de
residuos (lll) y sobre prevencion de la contaminacion marina (IV). Luego, en 2002 entré en
vigor el anexo V sobre proteccion y gestion de areas protegidas, y mas tarde (2005) se
adopté el anexo VI sobre la responsabilidad emanada de emergencias ambientales
(Protocolo de Madrid, 1991).

A partir de 1998 el Tratado Antartico incorporé un protocolo para la eliminacion y gestion de
los residuos (incluyendo macroplasticos), como forma de prevenir la contaminaciéon marina en
estas zonas. Sin embargo, no se obliga al tratamiento de aguas residuales que son liberadas
desde las bases cientificas, aunque si se obliga a realizar evaluaciones de impacto ambiental
para toda actividad realizada dentro del area de competencia (Waller et al., 2017). A su vez,
existe la Comision para la Conservacion de los Recursos Vivos Marinos Antarticos (CCAMLR)
que desde 1984 ha estado intentando controlar y reducir la problematica de los residuos
marinos, especificamente el impacto de pesquerias en el Area de la Convencién (Barboza et
al., 2019). Por otro lado, los microplasticos no han sido considerados para este tratado hasta
la cuadragésima segunda reunion consultiva del Tratado Antartico que ocurrié en Julio de
2019, aunque en 2018 se generd un Action Group de especialistas del Comité Cientifico de
Investigacion Antartica (SCAR) que ya incluia esta problematica. En ésta, la Coalicion del
Océano Austral (ASOC) decreté la importancia de explorar métodos para reducir la
contaminacién por microplasticos (Kennicutt et al., 2019).

Las aguas antarticas se caracterizan por una alta biodiversidad de organismos que se
alimentan de particulas en suspension, como el plancton (Cincinelli et al., 2017). Por lo tanto,
estas aguas poseen gran cantidad de organismos que potencialmente pueden ingerir
microplasticos. Si bien resulta fundamental conocer las posibles consecuencias de la
presencia de plasticos sobre estos organismos, son muy escasos los trabajos y la informacion
generada en estos ambientes marinos, especialmente aquellos marino-costeros. Ya se ha
reportado la presencia de plasticos en el hielo marino (Kelly et al., 2020), hielo en sistemas
limnicos (Gonzalez-Pleiter et al., 2020), sedimentos marinos (Munari et al., 2017; Reed et al.,
2018), en organismos como invertebrados marinos benténicos (Sfriso et al., 2020), en
pinglinos (Bessa et al., 2019) y en zooplancton de aguas oceanicas (Absher et al., 2019), en
aguas superficiales marinas u oceanicas (Cincinelli et al., 2017; Lacerda et al., 2019; Suaria
et al., 2020) y en playas (Anfuso et al., 2020). Sin embargo, hasta la fecha no se reportaron
estudios de plasticos en aguas superficiales de zonas marino-costeras antarticas.

Objetivo general

Evaluar la presencia de microplasticos en muestras de agua superficial de la zona costera de
Peninsula Fildes (Antartida), y sus efectos sobre organismos del zooplancton utilizando un
organismo modelo.

Objetivos especificos

(/) Revisar y poner a punto la metodologia de analisis de microplasticos en muestras de
aguas marino-costeras.

(Il) Analizar el tipo, abundancia, tamafio, y distribuciéon espacial y temporal de microplasticos
en muestras de agua superficial de la Bahia Collins en la Peninsula Fildes (Isla Rey Jorge).



(/ll) Evaluar si la presencia y concentracion de microplasticos tiene efectos sobre el consumo
y la sobrevivencia de Daphnia sp., solo y en combinacion con su dieta natural.

Hipotesis

Las aguas de la Bahia Collins tendran presencia de microplasticos en densidades bajas y
similares a otros estudios realizados en la region (Océano Austral Occidental y Peninsula
Antartica), particularmente otras zonas marino-costeras. Su distribucién sera heterogénea,
con maximos frente a la zona con mayor presencia y actividad humana(BCAA).
Temporalmente habra diferencias entre 2016, 2017 y 2018, siendo mayores las abundancias
hacia la actualidad debido a la acumulacion de los plasticos generados afio a afo,
influenciado por la persistencia de estos materiales no biodegradables y la tendencia al
aumento de su produccién a escala global.

Las tasas de filtracion de Daphnia sp. estaran relacionadas a la concentracién de
microplastico a la que estan sometidas, siendo mayores al aumentar dicha concentracion.
Debido a que Daphnia sp. posee un tipo de alimentacion por filtracién no selectiva, las tasas
de aclarado no presentaran diferencias cuando sean alimentadas sélo con microplastico o en
combinacion con alimento natural. La sobrevivencia de los organismos sera mayor para los
tratamientos con dieta natural que para aquellos con microplasticos.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El estudio se realizd6 en la Peninsula Fildes (Isla Rey Jorge, Shetland del Sur) y
especificamente en la Bahia Collins, un afluente al norte de la Bahia Maxwell (Venturini et al.,
2020) frente a la Base Cientifica Antartica Artigas (BCAA-Uruguay, 62°11°4"" Sur y
58°51°7 "Oeste) (Fig. 1). La zona de muestreo (Bahia Collins) posee una circulacién estuarina
de dos capas dominante durante el verano austral que se contrarresta parcialmente con las
mareas, y una mayor retencion de agua de deshielo durante la marea de inundacion (Llanillo
et al., 2019). Ademas, se ha determinado que existe un aumento de la flotabilidad en los 80 m
superiores en la bahia debido al calentamiento y la renovacién de la capa superficial (Llanillo
et al., 2019). Esta peninsula, junto a la Isla Ardley y otro pequefio islote adyacente, forman el
extremo suroeste de la Isla Rey Jorge. La zona se caracteriza por poseer precipitaciones
anuales promedio entre 600 y 700 mm siendo en su mayoria nieve, y una temperatura
promedio en verano superior a 0°C. Las mareas son semidiurnas y poseen gran relevancia en
la circulacién de la bahia Maxwell (Pruszak, 1980). La Bahia Maxwell se conecta con las
aguas oceanicas del Mar de Bellingshausen y el Mar de Weddell hacia el sur, que conecta a
su vez con el Estrecho de Bransfield (RakusaSuszczewski, 1980). Ademas de la BCAA en
esta peninsula se ubican estaciones de investigacion de Chile, Rusia y China (Gao et al.,
2021).
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Figura 1. 1) y 2) Ubicacion de la Isla Rey Jorge, en las Islas Shetland del Sur, y 3) Base
Cientifica Antartica Artigas (BCAA) en la Bahia Collins al norte de la Bahia Maxwell
(Peninsula Fildes).

Esta tesis estuvo enmarcada en el proyecto AntarPLAST, el cual tiene como objetivo generar
un diagnéstico integral de la contaminacion por residuos de plasticos y microplasticos en
zonas marino-costeras antarticas, con foco en la Peninsula Fildes, pero ampliando el radio de
estudio a otras islas de las Shetland del Sur y la Peninsula Antartica. Para ello analiza la
distribucion y abundancia de estos contaminantes en distintos compartimentos ecosistémicos
como costas, sedimento marino, y también su interaccion con la fauna, particularmente aves
y plancton. En el Verano de 2016 y 2017 los muestreos fueron realizados en el marco del
proyecto "Impactos Humanos Globales sobre el Ecosistema Marino préximo a la Base
Cientifica Antartica Artigas, Isla Rey Jorge, Antartida (IGHEMA)", del que en 2018 surge el
proyecto AntarPLAST.

Objetivos | y Il. Muestreo y analisis de las muestras

Para esta investigacion la toma de muestras se realizé a lo largo de 3 zonas en la Bahia
Collins, con 3 réplicas en cada una (ver abajo). La primera zona se ubico frente al Glaciar
Collins (Z,), la segunda frente a la BCAA (Z,) y la tercera frente a Caleta Norma o también
llamada Caleta de North (Z,) (Fig. 2). Estas zonas fueron elegidas debido a que difieren en el
potencial aporte de residuos humanos, donde Z, es una zona con influencia directa de la
BCAA, mientras que las otras dos estan alejadas de esta zona y poseen poca actividad
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humana. En cada zona la muestra de agua se tom6 mediante arrastres superficiales con una
red tipo Manta de 220 micras de malla (0,12 m? area de la boca), durante 10 minutos. El
volumen filtrado por la red se estimé mediante un flujbmetro colocado en su boca (Hydrobios
Modelo 438110). Las muestras se colocaron en frascos previamente rotulados y fueron
fijadas con formol 10%, previo a su analisis en los laboratorios de la sede Maldonado del
Centro Universitario Regional del Este (CURE). Se analizaron un total de tres muestreos
(Febrero 2016, Enero 2017 y Enero 2018), completando un total de 18 muestras. Las zonas
difirieron en la cantidad de réplicas entre los anos debido a limitaciones logisticas o climaticas
durante las campanas; en 2016 se obtuvo un total de 3 réplicas por zona mientras que en
2018 unicamente 2 réplicas por zona, mientras que en 2017 no se obtuvieron réplicas.

Glaciar Collins

' Base Artigas

Z

Caleta Norma

y4)

Z3

200 m

Figura 2. Mapa con la ubicacion de las tres zonas de muestreo (Z,, Z,, Z,) en la Bahia Collins. Derecha:
Imagen de red tipo manta en Z, (Caleta Norma).



Puesta a punto de la metodologia de analisis de microplasticos en muestras de agua

La puesta a punto de las técnicas para el procesamiento y analisis de muestras con
microplasticos tuvo en cuenta tres aspectos criticos:

1. eliminar la materia organica presente en la muestra en forma efectiva, para facilitar la
deteccién del microplastico

2. evitar la contaminacion de la muestra por fibras presentes en el aire y en los
materiales utilizados durante su manipulacion (i.e. Song et al., 2015)

3. facilitar la correcta identificacion y conteo de los plasticos en relacion a otras particulas
presentes en la muestra (e.g. en comparacion con fibras de algodon, arena, etc.).

Para los puntos 1 y 2 se realiz6 en primer lugar una busqueda bibliografica sobre
metodologias de analisis de microplasticos en muestras de aguas marino-costeras que
fuesen aplicables a las muestras obtenidas y acordes a sus caracteristicas (sin sedimento,
con poca materia organica). Para ello se utilizé la plataforma Google Scholar y las palabras
claves “microplastics” o “microscopy polarized light” y “microplastics methodology”. En base a
la bibliografia obtenida se ensayaron diferentes alternativas para poner a punto la técnica, las
cuales se detallan en la seccién resultados.

Para el punto 2 se tuvieron cuidados tales como el lavado de toda la superficie donde se
trabajo con alcohol y revisiones regulares en microscopio de la solucion KOH 10% y el agua
mili-Q para detectar posible contaminacion por esta via. Las muestras estuvieron siempre
cubiertas con papel de aluminio, y todas las manipulaciones fueron realizadas en una camara
de flujo laminar. Todo material usado fue de vidrio, el cual se lavd repetidas veces con
abundante agua mili-Q previo a su uso, y no se utilizdé papel para su secado.

Para atender el punto 3 las muestras ya procesadas fueron observadas en un microscopio
6ptico Nikon Eclipse 50i (type 104), con filiro de luz polarizada (Ascer, 2015), y camara digital
y con software de analisis de imagen (Micrometrics Standard Edition Premium 2000-2009). La
microscopia de luz polarizada ha sido aceptada como una técnica para facilitar la
identificacion de microplasticos (Abbasi et al., 2017, 2018, 2019; Collard et al., 2017; Sierra et
al.,2019; von Moos et al.,2012). Este instrumento posee dos polarizadores que dejan pasar
unicamente la luz que vibra en un plano unico (luz polarizada) la cual produce claridad u
oscuridad, facilitando la identificacion de materiales que extinguen la luz (birrefringentes
anisotropicos), como ser algunos minerales, colageno, queratina, silice, polen, y plasticos
como el polietileno, polipropileno y tereftalato de polietileno (Sierra et al.,2019). Como método
de identificacién adicional se utilizd el quemado con aguja caliente con visualizaciéon pre y
post quemado de acuerdo a Lusher et al.,2017 y De Witte et al.,2014. En esta técnica se
acerca una aguja caliente al objeto, y si se produce alguna deformacién (derretimiento,
agujero o marca) se lo considera plastico.

Los microplasticos encontrados en cada muestra fueron contados y medidos en base a su
dimension maxima. Ademas, fueron clasificados segun tipo y color de acuerdo con la
clasificacion propuesta por VirSek et al. (2016) en espumas, fibras, fragmentos, pellets,
granulos y films (Fig.3).
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Figura 3. Clasificacidon de microplasticos segun Virsek et al., 2016.

Se calculd el numero total de microplasticos y numero total de cada tipo de microplastico por
metro cubico de agua filtrada por la red, y se calcularon medias y desvios para cada zona,
cuando fue posible. Para estos calculos se consideraron unicamente aquellos microplasticos
mayores al tamafo de la malla del muestreo (220 um). Luego se realizaron los analisis
estadisticos para observar posibles diferencias entre afios y zonas. Cabe destacar que solo
se pudo observar la diferencia entre zonas en 2016 debido a que era el Unico afio con tres o
cuatro réplicas en cada zona. También se calculo el tamafio medio para cada tipo de plastico
por aflo y por zona, y se realizd histograma con todos los tamafos encontrados tanto para
fibras como fragmentos.

Los analisis estadisticos se ejecutaron en RStudio version 1.2.5042. Primero se corroboré la
normalidad de los datos por Test de Shapiro-Wilk, y la homocedasticidad mediante Test
Fligner-Killeen en casos de no normalidad, y mediante Test de Bartlett en casos de
normalidad. Luego se analizaron las posibles diferencias con analisis de varianza de 1 via
(con post-hoc Test de Tukey HSD) para el caso de datos normales, mientras que para
aquellos donde no se cumplié la normalidad se utilizé el Test de Kruskal-Wallis (con post-hoc
Test de Dunn con correccion de Bonferroni). Los resultados fueron considerados
significativos a un p<0.05.

Objetivo lll. Interaccion con el zooplancton

Para este objetivo se utilizd6 una aproximacién experimental, pero debido a la fecha de inicio
de esta tesina, y la logistica asociada a las campanas de verano en la Antartida, no fue
posible realizarlo in situ, con organismos antarticos. Por lo tanto, se utilizé a Daphnia sp.
como un organismo modelo. Si bien esta especie es limnica, sus habitos troficos (plancténico,
filtrador no selectivo) permitieron su uso como modelo, comparable con otros organismos
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zooplancténicos con caracteristicas troficas similares. Su rol como consumidor primario, lo
hace particularmente interesante también, ya que éstos pueden constituir la entrada de
microplasticos a las tramas tréficas acuaticas (Gorokhova et al., 2017). Por ejemplo, en la
Antartida las salpas exhiben modos de alimentacién similares, ya que también son
organismos plancténicos filtradores no selectivos (Fiala-Medioni, 1978; Alldredge & Madin,
1982). Las salpas son ademas organismos clave en las comunidades plancténicas, y cada
vez mas abundantes (Plum et al., 2020). Para el experimento se utiliz6 un cultivo monoclonal
de Daphnia sp. y un cultivo de Cryptomonas sp. del laboratorio de cultivos de la sede
Maldonado del CURE. El experimento conté con 5 tratamientos donde se expuso a Daphnia
sp. a: concentraciones de microplasticos de 0,001 g/l (A), concentraciones de microplasticos
de 0,01 g/l (B), a una mezcla de microplasticos y fitoplancton en iguales proporciones para
cada concentracién (C) y (D), y un tratamiento solo con fitoplancton (E) (Fig. 4). Ademas, se
anadieron 5 controles para todos los tratamientos donde no se incluyé a Daphnia sp. Cada
tratamiento y control tuvo 3 réplicas, exceptuando los controles con uUnicamente
microplasticos, los cuales tuvieron 2 réplicas. Estudios experimentales que exploran la
interaccion zooplancton-MPs suelen utilizar elevadas concentraciones de MPs en sus
disefios, y por lo tanto no representan adecuadamente potenciales escenarios naturales
(Botterell et al., 2019). Por lo tanto, para este estudio se utilizaron concentraciones de
microplasticos de medias a bajas en relacion a estudios similares (Frydkjeer et al 2017; Rocha
et al., 2020) y que en nuestro estudio representan condiciones de concentracion baja (0,001
g/l) y alta (0,01 g/l). Los microplasticos se obtuvieron mediante el rayado manual de
tereftalato de polietileno (PET) con papel de lija, y su posterior tamizado por un tren de
tamices, reservando la fracciéon entre 20 y 80 um. Como resultado se obtuvieron formas
irregulares con un rango de tamafio de 70 a 600 gm, con un largo promedio de 180 + 117 um
y un area promedio de 15500 + 28536 um?. Al observar una camara Sedgerwik Rafter al
microscopio con luz polarizada, de la dilucion elaborada para el experimento se determind
que el mayor porcentaje de tamafios de esta solucion era entre 70-200 um con un 54%, los
cuales son valores similares a los tamafios maximos de alimentacion para este género
(Rosenkranz et al., 2009), seguidos de aquellos entre 200-300 um con un porcentaje de
16,2% al igual que aquellos entre 300-400 um) Posteriormente los microplasticos fueron
suspendidos en agua filtrada declorada, para asi obtener las soluciones de acuerdo a las dos
concentraciones utilizadas en el experimento. El experimento de alimentacion se realizd por
un periodo de 4 hrs en frascos de vidrio de 8 ml, tapados, en oscuridad y a 21°C £0.6°C,
temperatura similar a las condiciones ambientales del laboratorio de cultivo. Cabe destacar
que la sedimentacion de los microplasticos se evitd mediante el uso de un agitador orbital a
baja frecuencia que mantuvo un movimiento constante en las 4 horas del experimento
(Gerdes et al., 2018). Para los experimentos se utiliz6 una concentracion inicial de
fitoplancton de 294,06 mg/l, de forma de asegurar una concentracion de alimento suficiente. A
su vez, cada tratamiento tuvo una hembra adulta sin huevos ni efipios, las que no fueron
alimentadas durante las 96 hrs previas al experimento. Luego del experimento se observo la
presencia de organismos muertos (no movilidad), se colectd6 cada organismo y se fijo en
alcohol 90%, en eppendorfs previamente etiquetados. Cada organismo fue observado al
microscopio con filtro de luz polarizada para medir sus tamafos, identificar la presencia de
plasticos en su intestino, y tomar fotografias. El medio de cada tratamiento y control fue fijado
con lugol para luego estimar la densidad (items/ml) de microplasticos al microscopio con filtro
de luz polarizada. En cada tratamiento y control que incluyese fitoplancton se midié al inicio y
al final del experimento la concentracion de clorofila-a en unidades de fluorescencia relativa
(UFR) mediante un fluorometro (AquaFluor Handheld Fluorometer) y luego mediante la

12



realizacion de una curva de calibracién se determind la concentracion de clorofila-a en
microgramos por litro (Anexo, fig.l). Con los datos obtenidos se estimé la Tasa de Aclarado, la
cual se define como el volumen que un individuo limpia de células por hora (ml ind-1 h-1). Los
calculos se realizaron de acuerdo a Morales et al., (2009):

dio Cc
_ v % prome
TA N¢ind % tiempo Ll’l( Ce )

donde v es el volumen experimental, Ce es la concentracion final de la unidad experimental,
Cc es la concentracion final en la unidad control, n° ind es el nimero de individuos de
Daphnia sp. y el tiempo es la duracion en horas del experimento. Para cada tratamiento se
calculd la tasa de aclarado para el fitoplancton (TA fito), o para el microplastico (TA micro). En
aquellos tratamientos donde existi6 una combinacién de ambos tipos de particulas, se
calcularon ambas tasas de aclarado. Para el analisis estadistico en RStudio version 1.2.5042,
se realizaron previamente pruebas de normalidad a la variable TA con el Test de
Shapiro-Wilk, y luego de homocedasticidad con el Test de Bartlett cuando hay normalidad, y
cuando no hay con el Test de Fligner-Killeen. Las diferencias entre los tratamientos se
evaluaron utilizando ANOVA de 1 via (con comparacion post-hoc por Test de Tukey) en
casos de normalidad. Mientras que las diferencias entre los datos no normales se evaluaron
utilizando Test de Kruskal-Wallis (con comparacién post-hoc por Test de Dunn). Los
resultados fueron considerados significativos a un p<0.05.

Figura 4. Esquema del disefio experimental con Daphnia sp. A) expuesta a microplasticos a
concentraciones 0,001 g/l y a B) 0,01 g/l, C) expuesta en partes iguales a fitoplancton y
microplasticos a concentraciones 0,001 g/l y D) 0,01 g/l , E) expuesta a fitoplancton. No se
representan los controles, los cuales estan descritos en el texto.
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RESULTADOS

1) Puesta a punto de la metodologia de analisis de microplasticos

A partir de la revision bibliografica se disefiaron una serie de pasos a seguir para el analisis
de las muestras de agua, los cuales incluyeron la evaluaciéon de diferentes técnicas para
pasos criticos del procesamiento, como fueron la eliminacion de la mayor cantidad posible de
materia organica de la muestra, y la minimizacidn de la contaminacion durante el
procesamiento (Tabla 1, Fig. 5).

Tabla 1. Tabla de pruebas realizadas en pasos clave del procesamiento de muestras de
aguas marino-costeras superficiales a partir de recomendaciones y metodologias resumidas
en Lusher et al., 2017.

Paso Pruebas Eleccion

(1) Filtracion de la Malla 100 gm /
muestra | Filtro de membrana de acetato de celulosa de 50 um
Estufa 12 hs a 60°C
(2) Secado | Sin secado v
Raspado con bisturi

(3) Extraccion material Enjuague con agua Mili-Q en camara de flujo laminar

retenido | Enjuague con KOH 10% en camara de flujo laminar v/
12 hs

(4) Digestion de la MO  Tiempo variable segun cantidad de materia organica (12

en estufa 60°C hs minimo) /
Malla 100 gm v/

(5) Filtracion Il Filtro de membrana de acetato de celulosa de 50 um
Estufa 12 hs a 60°C

(6) Secado Il Sin secado 4

Raspado con bisturi

(7) Extraccion material Enjuague con la menor cantidad de agua Mili-Q posible,
retenido Il en camara de flujo laminar 4

La filtracién por la bomba de vacio el filiro de membrana de celulosa de 50 micrometros se
colmaté muy rapido, impidiendo terminar la filtracion, por esta razén la malla de 100
micrémetros fue la elegida, siendo que esta permitié rapidamente su filtraciéon y se encuentra
muy por debajo del tamafio del poro de la malla que se usd para extraer las muestras.
Ademas, la manipulacion de la malla para extraer la materia organica para su posterior
digestion, fue mas sencilla (Fig. 5.c). Los puntos clave de posible contaminacién podrian ser
la fibras provenientes de la malla de 100 um utilizada para filtrar las muestras. Sin embargo,
observaciones al microscopio permitieron confirmar que la malla tiene una construccion sélida
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que evita que se desprendan fibras a la muestra, sobre todo si se tiene cuidado de quemar
previamente los bordes para evitar desprendimientos. Mediante esta observacion también se
pudo comprobar que la muestra puede ser eficientemente recogida de la malla, mediante el
lavado de la misma.

En la extraccion de todo el material retenido en la malla de 100 um no se observé diferencias
entre el previo secado del filtro en estufa a 60°C por 12 hrs, y una extraccion inmediata de la
muestra fresca, por lo que se optd por esta ultima, ya que involucra un menor numero de
pasos y tiempo de manipulacion, y por ende menor riesgo de posibles contaminaciones. La
digestién de la materia organica se realizé en al menos 12 hrs ya que en ese plazo de tiempo
fue posible observar una reduccién considerable de la turbidez de la muestra.

El método que se utilizé para separar la materia organica de la malla fue mediante un
embudo y dejando caer la mayor cantidad de materia sin manipular, y enjuagar bien el tamiz
para evitar perder parte de la muestra en el mismo (Fig. 5.d). El cual se determiné como un
método eficaz y rapido ya que al observar la malla bajo la lupa luego del procedimiento no se
detectaron microplasticos. A su vez, se decidid enjuagar con KOH 10% directamente y evitar
utilizar agua mili-Q, de forma de evitar la dilucion del KOH utilizado para la digestion en el
paso siguiente (Fig. 5.e). Observaciones posteriores al microscopio permitieron confirmar que
el material puede ser extraido completamente de la malla mediante este procedimiento.

Figura 5. A) Muestra de prueba al microscopio 6ptico previa al procesamiento, B) Sistema de
bombeo para filtracién con mallas, C) Resultado de primera filtracion de muestra de prueba
con malla de 100 micrémetros, D) Sistema de extraccion luego de un secado a 60°C por 24
hs de la muestra filtrada, E) Comparacion de color post-digestion al haber digerido
unicamente con KOH 10% (prueba 3) y con KOH y agua, F) Muestra de prueba al
microscopio éptico luego del procesamiento.
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A partir de los resultados obtenidos se definid la metodologia a utilizar para el procesamiento
de las muestras de agua antarticas, la cual se resume en los siguientes pasos:

Las muestras se filtran por una bomba de vacio a una malla de 100 micrémetros (vasos de
filtracion tapados), y el material retenido es enjuagado con KOH 10% a un erlenmeyer de 100
ml (bajo camara de flujo, y con ayuda de un embudo de vidrio). La muestra se lleva a un
volumen final de 100 ml, utilizando un total de 100 ml de KOH, se tapa el erlenmeyer con
papel aluminio, y la digestion se realiza en una estufa a 60°C durante al menos 12 hs. Luego
de la digestion, la muestra se filtra nuevamente por una malla de 100 micrometros y el
material retenido se enjuaga con la menor cantidad posible de agua mili-Q a un frasco de
vidrio, luego de lo cual la muestra se preserva tapada hasta el momento del analisis 6ptico.
Todas las muestras se observan en su totalidad en camaras de conteo de Sedgewick Rafter
cubiertas por cubreobjetos. (Fig. 6)

| Coleccion de muestra

e : = Fotografia
Visualizacion al microscopio en

Filtracion por malla 100 pm -

camaras de conteo Sedgewick
Rafter
Digestion del material con KOH v, P o
o : o i nalisis al Software de imagen
10% en estufa a 60°C, 12 hs minimo ldentificacién por luz polarizada J
Filtracién por malla 100 pm \47

Opticamente Inactivo m
Opticamente Activo

Figura 6. Esquema general de la metodologia final utilizada para el andlisis de las muestras de
microplasticos en aguas superficiales antarticas.

Muestra con microplasticos

Durante el analisis 6ptico de las muestras de agua de la Bahia Collins se comprobé la
presencia de particulas de origen mineral que fueron épticamente activas bajo el microscopio
de luz polarizada, lo que llevé a confusién inicial sobre su origen (Fig. 7). Para distinguirlas se
realizd una prueba que consistio en observar al microscopio una muestra de arena, lo que
logré identificar similaridades y diferencias con aquellos fragmentos encontrados en las
muestras de la bahia, pudiendo asi facilitar el descarte de origen plastico por su patrén de
colores, y sus formas. A su vez, se pudo observar que el método de digestion no digirié
totalmente todo aquello que no fuera plastico, ya que se pudieron observar algunos restos de
exoesqueleto de zooplancton (Fig.8), los cuales estan compuestos por minerales que también
son oOpticamente activos bajo este tipo de luz. Sin embargo, en su gran mayoria pudieron
diferenciarse claramente de los microplasticos, exceptuando algunos restos de antenas o
patas. Por otro lado, se observaron diferencias en la coloracion de las particulas entre la
observacién al microscopio y las fotografias tomadas con camara y software de analisis de
imagenes, por lo que las particulas se observaron de ambas formas. También se pudo
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identificar que colores rojos, azules y violetas de fibras y fragmentos no se observaron como
particulas dpticamente activas en el analisis de imagenes, aunque si fueron identificados
como plasticos en observacion directa al microscopio (Fig.9).

Figura 7. Particulas de arena bajo microscopio con filtro de luz polarizada a 40x. (A) Arena de
muestra de prueba tomada con Software de analisis de imagenes (B) Grano de arena en
muestra de Bahia Collins sacado con Software de analisis de imagenes (C) y (D) grano de
arena en muestra de la Bahia Collins tomado con camara de celular sobre objetivo del
microscopio.

Figura 8. Fotografias al microscopio (40X) con filtro de luz polarizada (derecha) y sin filtro
(izquierda) de exoesqueletos persistentes a la digestion con KOH al 10%.
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Figura 9. Imagenes de microplasticos azules, rojos y violetas tomadas con celular a través
del objetivo del microscopio de luz polarizada de las muestras de Bahia Collins.

A pesar de la digestion realizada se encontraron objetos 6pticamente inactivos como se
observa en la figura 10, sefalados con flechas. En aquellos casos donde se observaron
fragmentos Opticamente inactivos a través de PLM e igualmente se sospecho que podian ser
microplasticos se realizo la prueba del aguja caliente, prueba que resulté positiva en casos
tales como fragmentos de pintura y otros fragmentos de gran espesor. En la Figura 11 y en
Anexo (Fig.2) se observan ejemplos de estas pruebas. En la Figura 11 las imagenes de la
izquierda (A y B) muestran dos fragmentos sospechosos de ser microplasticos. Las imagenes
de la derecha (C y D) muestran esos fragmentos, luego la prueba donde puede observarse el
derretimiento.

Finalmente, no se observaron microplasticos presentes ni en la solucion de KOH 10%, ni en
el agua destilada utilizada durante el procesamiento de las muestras.

Figura 10. Fotografias comparativas de objetos épticamente activos e inactivos (color negro
opaco), tomadas con el software de analisis de imagen al microscopio (40X) con filtro de luz
polarizada.
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Figura 11. Fotografias de microplasticos a la lupa antes (A y B, izquierda) y después (C y D,
derecha) de la prueba de quemado. (A) Fragmento de prueba, (B) Fragmento hallado en
muestra de zona 3 en 2016.

2) Analisis microplasticos Bahia Collins

Se contabilizaron un total de 11708 microplasticos entre las 19 muestras, del cual se
considero unicamente 6452 (55%) de ellas para el calculo de densidades (aquellos mayores a
220 um). El promedio de densidades totales en cada afio fue de 13,6 * 8,9 items/m?, 8,6 + 4,9
items/m® y 3,2 + 6,0 items/m*® respectivamente para 2016, 2017 y 2018 (Fig. 12). Las
densidades de fibras variaron en un rango de 0,3 a 24 items/m* mientras que las de
fragmentos lo hicieron entre 0,0 y 1,8 items/m®. A su vez, se observé que en el afio 2017 las
densidades mas altas fueron en Z, y Z,, mientras que en 2018 fue en Z, (Fig. 12). En el afio
2016 se reportaron las densidades mayores, con un pico en la Z, y otro mas pequefio en Z,
(Fig.12).

Se observd que con el paso de los afios hubo una disminucion significativa de las
densidades de MPs y que en 2018 hay un pico de densidad en Z, de 15,5 items/m® (Fig. 13).
Estadisticamente mediante el Test de Kruskal-Wallis se pudo determinar que las densidades
totales de MPs presentaron diferencias significativas (X?=6,144, p=0,046, df=2),
particularmente entre los afios 2018 y 2016 (p=0,0198). El mismo patrén es observable para
fibras (X?=6,144, p=0,046, df=2) y para fragmentos (X*=6,643, p=0,036, df=2) (Fig. 13). A su
vez, se pudo corroborar estadisticamente, por Test ANOVA, que las densidades totales
durante el 2016 no presentaron diferencias significativas entre zonas (Z,, Z, y Z,; F=1,56,
p=0,27), asi como las densidades de fragmentos (F=4,33, p=0,059) y de fibras
(F=1,49,p=2,29; Fig.13). Se observé también que las zonas con mayores o menores
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densidades variaron entre anos (Anexo: Tabla ).
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Figura 12. Gréafico de promedio de densidades en items/m® para cada zona (Z, Glaciar
Collins, Z, BCAA, Z, Caleta Norma) y cada afio muestreado, con sus respectivos desvios.
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Figura 13. Densidades de microplasticos (220-5000 um) en Bahia Collins para muestras del
2016 (tres réplicas en zona 1y 2, y 4 en zona 3), 2017 (sin réplicas) y 2018 (dos réplicas por
cada zona). La linea horizontal oscura representa la mediana de los datos y los extremos de
la caja los quantiles 25% y 75%. Las lineas verticales representan el rango de distribucion,
exceptuando los valores extremos que se representan con un punto. Note la diferencia en la
escala del eje y del primer grafico respecto a los otros.
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Figura 14. Densidades de microplasticos en las tres zonas en Bahia Maxwell, frente al
Glaciar Collins (Z,, tres réplicas), frente a la Base Artigas (Z,, tres réplicas) y frente a Caleta
Norma (Z,, cuatro réplicas), para muestras del 2016. La linea horizontal oscura representa la
mediana de los datos y los extremos de la caja los quantiles 25% y 75%. Las lineas verticales
representan el rango de distribucion, exceptuando los valores extremos que se representan
con un punto. Note la diferencia en la escala del eje y del primer grafico respecto a los otros.

Las fibras presentaron las mayores densidades en todos los afios y zonas, excediendo en
general el 96% de presencia en la muestra (100% en la Zona 1, 2018), excepto en la Zona 1
durante el 2017, donde su porcentaje relativo fue del 87,1%. Por otro lado, los fragmentos
representaron cerca del 3% de los items plasticos encontrados en cada muestra, excepto en
la Zona 1 durante el 2017, donde representaron el 12,9% (Anexo:,Tabla Il).
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Al considerar todos los MPs encontrados se evidencioé una gran variabilidad en los tamafios
de las fibras y fragmentos, algunos ejemplos se muestran en la Figura 16 (ver también Anexo:
Fig.lll, IV y V). Si bien no se contabilizaron todos los colores, los mas dominantes fueron
fibras rojas, azules, violetas, verdes y transparentes, y fragmentos marrones, negros,
amarillos, rojos, azules y naranjas (Fig. 16; Anexo: Fig.lll, IV y V).

Se pudo observar que las fibras presentaron un mayor longitud que los fragmentos en todos
los afos, y 2018 fue el afo que presento los tamafos mas pequefios de MPs (Fig. 17 C). Sin
embargo, no se observd un patron claro en la variabilidad de tamarnos durante el periodo de
estudio (Fig. 17 A,B). Los tamanos de las fibras variaron dentro de un rango entre 1 y 4920
pm, y los fragmentos dentro de un rango entre 3,9 y 3120 um (Fig. 17, Anexo, tabla lll).
Siendo que el promedio de tamafos de fragmentos fue de 377 £ 202 ym, 565 + 59 ym, y 98 *
124, respectivamente para 2016, 2017 y 2018, y el promedio de tamafo de fibras fue de 663
+ 321 um, 799 £ 61 um, 177 £ 262 ym, respectivamente para 2016, 2017 y 2018. Ademas, la
mayor cantidad de fibras y fragmentos fueron representadas por los tamafios mas pequenos,
entre 1 - 1000 um , y mas especificamente por el rango de 0,001- 200 micrémetros, tamafios
que se encuentran por debajo del tamafio de malla utilizado (Fig. 18).

Figura 15. Imagenes de microplasticos (fibras y fragmentos) tomadas por software y con camara
directo al microscopio éptico con filtro de luz polarizada de muestras 2016 (A-E), 2017 (F-H) y 2018

(I-L).
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Figura 16. Tamafio promedio (y desvio standard) de microplasticos en micrémetros para
2016 (azul), 2017 (verde) y 2018 (naranja) y zonas (Z,=Glaciar Collins, Z,= BCAA, Z,=Caleta
Norma) fibras (A) y fragmentos (B) y tamafio promedio por afio (C). La linea punteada marca

el tamafo de red utilizada en el muestreo (220 um). Note las diferencias en las escalas del
eje entre las graficas.
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Figura 17. Histogramas del tamafo de fragmentos (A) y fibras (B) en micrometros para todos
las zonas y afnos. Notese las diferencias en la escala del eje y entre ambas graficas, y que la

linea punteada marca el tamafo de la red utilizada en el muestreo (220 um).
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3) Experimento ingestion microplasticos y zooplancton

Todos los organismos utilizados para el experimento fueron similares en tamano, variando
entre 1,1y 1,7 mm, y con una talla promedio de 1,5 mm. Segun el Test de Kruskal-Wallis se
pudo determinar que no hubo diferencias significativas entre los tamanos de las Daphnia sp.
utilizadas en cada tratamiento (X?=1,370, p=0,85, df=4; Fig. 19). Si bien para el experimento
se seleccionaron solo hembras adultas sin huevos, se detecté a posteriori una hembra con un
huevo en una de las réplicas del tratamiento con fitoplancton y microplasticos a altas
concentraciones (F+M10).
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Figura 18. Tamano en milimetros de los individuos (Daphnia sp.) de cada tratamiento:
unicamente fitoplancton (F), mezcla de fitoplancton y microplasticos en iguales proporciones
para ambas concentraciones (F+M1, F+M10), y inicamente microplasticos a concentraciones
bajas (M1) y altas (M10). La linea horizontal oscura representa la mediana de los datos y los
extremos de la caja los quantiles 25% y 75%. Las lineas verticales representan el rango de
distribucion.

Al observar las Daphnia sp. de los tratamientos con microplasticos (M1, M10, F+M1 y F+M10)
al microscopio con filtro de luz polarizada, se pudo confirmar la presencia de microplasticos
en sus intestinos, lo cual se observé Unicamente en los tratamientos con microplasticos a
concentraciones bajas (M1, 0,001 g/l) (Fig. 20 A, B y C). Los organismos de los tratamientos
con microplasticos a concentraciones altas (M10, 0,01 g/l) no presentaron microplasticos en
su intestino (Fig. 20 D y E). Los tratamientos que incluyeron fitoplancton en combinacion con
microplasticos (F+M1, F+M10) presentaron un intestino con contenido mas oscuro, por lo que
no fue posible identificar items plasticos que reluzcan bajo luz polarizada (Fig. 20 F, G, H e l).
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Figura 19. Imagenes de Daphnia sp. en diferentes tratamientos del experimento con
microplasticos vistas al microscopio a 100x y 40x, con (A,B,C,D,E,G,H) y sin (F,l) filtro de luz
polarizada. (A,B,C) corresponden a réplicas de los tratamientos con microplasticos a bajas
concentraciones (M1), (D, E) réplicas del tratamiento con microplasticos a altas
concentraciones (M10), (F) réplica de tratamiento de fitoplancton y microplasticos a bajas
concentraciones (F+M1), (G,H,l) réplicas de tratamiento de fitoplancton y microplasticos a
altas concentraciones (F + M10).

A su vez, se observé que todos los organismos sobrevivieron, a excepcion de los organismos
en tratamientos con Uunicamente microplasticos a altas concentraciones (M10), y un
organismo en una de las réplicas del control con unicamente fitoplancton (F) (Anexo, tabla
VIII).

La tasa de aclarado promedio para el fitoplancton de los tratamientos sin MPs fue de 0,13 &
0,04 ml/ind.h, mientras que la de los tratamientos combinando fitoplancton y microplasticos
fue de 0,08 = 0,06 ml/ind.h a bajas concentraciones de MPs (F+M1) y de 0,25 + 0,02 ml/ind.h
a altas concentraciones de MPs (F+M10) (Fig. 21; Anexo, tabla 4, 5 y 6). Segun el test
ANOVA (F=10,56; p=0,011) existieron diferencias significativas entre las tasas de aclarado de
fitoplancton (TA fito) de los diferentes tratamientos. Particularmente, la tasa de aclarado para
el fitoplancton en el tratamiento F+M10 fue significativamente mayor que la del tratamiento
F+M1 (p=0,04) y la del control unicamente con fitoplancton (p=0,01) (Fig. 21).
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Figura 20. Boxplot de tasas de aclarado para el fitoplancton (TA fito, en ml/individuo.hora)
consumido por Daphnia sp. en los tratamientos con fitoplancton (F) y con fitoplancton y
microplasticos a concentraciones bajas (F+M1) y altas (F+M10). La linea horizontal oscura
representa la mediana de los datos y los extremos de la caja los quantiles 25% y 75%. Las
lineas verticales representan el rango de distribucion..

Segun los calculos realizados la tasa de aclarado promedio para los microplasticos (TA micro)
de los tratamientos unicamente con MPs fue de 0,69 * 0,44 ml/ind.h a bajas concentraciones
(M1) y de 0,91 + 0,54 ml/ind.h a altas concentraciones (M10). Mientras tanto, los tratamientos
que tuvieron una combinacién de fitoplancton y MPs a bajas concentraciones (F+M1)
presentaron una TA micro de 0,48 + 0,45 ml/ind.h, y los de fitoplancton y MPs a altas
concentraciones (F+M10) una de 0,28 £ 0,93 ml/ind.h (Fig. 22; Anexo tabla VII, VIl y IX).
Noétese que algunas tasas de aclarado fueron negativas, debido a que que la concentracion
final registrada en los controles fue levemente menor a la de los tratamientos (Anexo, Tabla
VII, VIII y IX) Si bien las tasas de aclarado de los tratamientos donde solo se ofrecio
microplastico a bajas o altas concentraciones (M1 y M10 respectivamente) fueron superiores
a las de los tratamientos con combinacién de fitoplancton y MPs, estas diferencias no fueron
significativas (F=3,6, p=0,06) (Fig. 22).
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Figura 21. Boxplot de tasas de aclarado de microplasticos (TA micro, en ml/individuo.hora)
consumido por Daphnia sp. en los diferentes tratamientos; fitoplancton y microplasticos a
concentraciones bajas (F+M1), unicamente microplasticos a bajas (M1), fitoplancton y
microplasticos a concentraciones altas (F+M10) y Unicamente microplasticos a
concentraciones altas (M10). La linea horizontal oscura representa la mediana de los datos y
los extremos de la caja los quantiles 25% y 75%. Las lineas verticales representan el rango
de distribucion.

Al comparar las tasas de aclarado de fitoplancton y de microplasticos, no se encontraron
diferencias significativas (X?=5,570, p=0,13, df=3; Fig.22) (Fig. 23, Anexo tablas IV-IX).

29



—_—

0=
-
=
E os-
=
) |

-1.0-

F+M1im) F + M1 (f) F+ M10 (f) F+M10 {m)

{Tratamiento)

Figura 22. Boxplot de tasas de aclarado de microplasticos (m) y de fitoplancton (f), (en
ml/individuo.hora) consumido por Daphnia sp. en los tratamientos con fitoplancton y
microplasticos a concentraciones bajas y altas (F+M1, F+M10). La linea horizontal oscura
representa la mediana de los datos y los extremos de la caja los quantiles 25% y 75%. Las

lineas verticales representan el rango de distribucién.
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DISCUSION

Este estudio detectd por primera vez la presencia de microplasticos (MPs) en aguas
superficiales de la Bahia Collins, Antartida, sin diferencias significativas en las densidades de
MPs halladas en las tres zonas estudiadas (Z,, Z, y Z,). Sin embargo, se encontraron
diferencias significativas que indicaron menores densidades en 2018, en comparaciéon con
2016. Por otro lado, experimentalmente se observé ingestion de MPs por parte de Daphnia
sp. aunque existieron diferencias entre los diferentes tratamientos utilizados. Ademas, se
observé una mortalidad del 100% en Daphnia sp. a altas concentraciones de MPs..

Metodologia de analisis de microplasticos

La puesta a punto de la metodologia basada principalmente en von Moos et al.,(2012) y la
revision metodoldgica de Lusher et al.,(2017), junto a las modificaciones realizadas durante
este trabajo permitieron procesar y analizar las muestras de agua antarticas de la Bahia
Collins rapidamente y con un bajo costo. Si bien estas muestras provienen de aguas
oligotréficas, la digestion con KOH 10% a 60°C durante un minimo de 12 hs pudo eliminarla
casi en su totalidad, permaneciendo uUnicamente algunos restos de exoesqueletos. Sin
embargo, los remanentes de exoesqueleto fueron facilmente diferenciables durante la
observacion de los microplasticos, por lo que no representdé una desventaja, frente a la
practicidad de la utilizacion del KOH. Cabe destacar sin embargo, que la utilizacion de KOH
10% puede degradar algunos plasticos de PC y PET segun indican Dehaut et al.,(2016) y
Cole et al.,(2014). Pese a esta desventaja, este método de digestion parece ser el mas eficaz
para este tipo de muestras ya que ademas posee un bajo costo y facil accesibilidad (Thiele et
al., 2019). Muestras con mayor contenido de materia organica podrian precisar del
tratamiento con otras sales (NaOH, etc) u otros ajustes en tiempos y temperaturas de
digestién. Respecto a la identificacion de MPs, se detectaron falsos positivos en la luz
polarizada por presencia de arena en algunas muestras. Si bien fue posible descartarlas
como plasticos mediante una analisis comparativo con muestras de arena, futuras
investigaciones podrian incorporar una previa separacion de MPs por densidad utilizando
sales como ZnCl, o NaCl las cuales incrementan su flotabilidad y facilitan su posterior
separacion (Cole et al.,2014).

Mediante esta metodologia fue también posible minimizar la contaminacion por fibras
plasticas en el ambiente, o la pérdida de microplasticos de las muestras, ya que todas las
muestras se procesaron ya sea tapadas o en una camara de flujo, ademas de la previa
limpieza con alcohol del sitio donde se manipulé la muestra. Minimizar la posibilidad de
contaminacion por fibras plasticas presentes en los laboratorios es considerado uno de los
desafios mayores en el andlisis de microplasticos, ya que puede llevar a sobreestimaciones
sustanciales de las concentraciones ambientales (Prata et al., 2020). Cabe destacar que las
muestras fueron analizadas por un unico investigador, por lo que se garantizaron
procesamientos igualitarios para todas las muestras y se evitd las diferencias entre
observadores durante el analisis. En general, no se observaron MPs en ninguno de los
controles utilizados durante el procesamiento de las muestras, por lo que se concluye que los
métodos de tapado de muestras durante las diversas etapas del analisis, el uso de camara de
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flujo, y el lavado del material, fue exitoso para prevenir la contaminacion. Para futuras
investigaciones seria recomendable lavar todo el material de vidrio utilizado, y el tren de
filtracion de agua con acido clorhidrico previo a la manipulacion de las muestras para
asegurar una mayor limpieza de fibras plasticas de los materiales utilizados, asi como filtrar 1
litro de agua mili-Q por la malla como una forma de control extra. A su vez, seria
recomendable que quienes manipulen la muestra utilicen ropa 100% algodén al analizar las
muestras. Cabe destacar ademas que el uso de la malla de 100 micras resulté util para evitar
contaminaciones provenientes de los filtros utilizados durante el procesamiento de la muestra,
como los filtros de fibra de vidrio, ya que estos pueden desprenderse y podrian considerarse
una fuente de contaminacién (observacion personal).

A pesar de estos cuidados existe la posibilidad de considerar por error fragmentos o fibras
que no son plasticas. Esto se evitdé con la prueba de la aguja caliente y teniendo en cuenta
criterios del manual de identificacion de plasticos del Marine & Environmental Research
Institute (Lusher et al., 2017; De Witte et al., 2014) lo cual se considero efectivo y relevante en
el caso de los fragmentos. A su vez, también se registraron agregados de fibras enredadas,
donde no fue posible diferenciar y cuantificar el numero de fibras que constituye cada
agregado, ni determinar sus tamafos, por lo que en futuras investigaciones se debera
resolver esta problematica en la metodologia. Sin embargo, existen técnicas para la
confirmacion de la identidad como la Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(micro FT-IR) (e.g. Kuklinski et al., 2019), que permiten caracterizar la composicién polimérica
y asi diferenciar items que aun siendo 6pticamente activos tienen otro origen, como las fibras
de algodén o estructuras de silice de diatomeas (algas planctonicas). También podrian
usarse técnicas como la identificacion con microscopia confocal Raman (Zhao et al., 2017)
para confirmar microplasticos o por tincion con Nile Red basado en fluorescencia (Maes et al.,
2017). Si bien son equipos muy costosos, seria interesante incorporar este tipo de
metodologias en futuras investigaciones.

Analisis de microplasticos en Bahia Collins

Esta investigacion registré densidades elevadas (hasta 24,64 items/m®) de MPs en un sitio
remoto como la Antartida. A modo de ejemplo, otras investigaciones en aguas superficiales
de zonas costeras urbanizadas a lo largo del mundo, han encontrado densidades entre 1,05 a
105 items/m® (Liebezeit & Dubaish, 2012; Desforges et al., 2014; Frias et al., 2014; Lima et
al., 2014; Auta et al., 2017).

Las densidades encontradas por esta investigacion, ademas, son al menos un orden de
magnitud superior con respecto a estudios en aguas superficiales de zonas cercanas en la
Peninsula Antartica, en el Estrecho de Bransfield y las Shetland como la investigacion de
Lacerda et al., (2019) que registrd densidades de 3,5x10° a 0,75x10® items/m?® (3524-755
items.km™). A su vez, otras investigaciones han encontrado densidades entre 0,046-0,099
items/m?® (Isobe et al., 2017), 1,88x10%-7,77x10* items/m* (188 + 589 items.km?, Suaria et
al.,2020), y de 0,0032 a 1,18 items/m® en el Mar de Ross (Cincinelli et al., 2017). Las
diferentes aproximaciones metodolégicas de estas investigaciones dificultan la comparacién
de los resultados obtenidos. Diferentes metodologias pueden influir en las densidades de
MPs halladas, ya sea por la utilizacion de diferentes redes para la extraccion de las muestras,
como de mallas de filtrado durante el analisis de laboratorio (Wang et al., 2020). Estudios
como Lindeque et al, (2020) afirman que pueden existir subestimaciones de las
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concentraciones de microplasticos marinos segun el tamafno de la malla de las redes usadas,
siendo mas efectivas aquellas de menor tamano. Por ejemplo, esta investigacion utilizé una
red tipo manta de 220 ym y una malla para filtracion de 100 ym, mientras que en el estudio
de Lacerda et al., 2019 se utilizé una red tipo manta con tamafo de malla de 330 pm, sin
filtracion de las muestras y Suaria et al., 2020 una red para neuston de 200 ym. En ese
sentido, nuestro estudio utilizé los tamanos mas pequenos y por lo tanto potencialmente mas
efectivos, sin embargo, resulta necesario avanzar hacia una estandarizacion de las
metodologias utilizadas, incluyendo no solo el muestreo, sino también la separacion,
identificacion y cuantificacion de los MPs considerando la diversidad de polimeros, tamafios
formas y densidades (Twiss, 2016; Lv et al., 2019).

Por otro lado, los estudios mencionados fueron realizados en zonas marinas diferentes a la
de este estudio, siendo Absher et al. (2019) el Unico estudio encontrado que fue realizado en
una zona marino-costera. Este estudio se realiz6 en los veranos de 2010 y 2011 en Bahia
Almirantazgo, una zona similar a la Bahia Collins, sin embargo en este estudio se centro
Unicamente en las microfibras presentes en muestras de zooplancton, por lo cual su
comparacion con este estudio no es posible.

Por lo tanto, las densidades encontradas también pueden ser explicadas por las
caracteristicas de la zona de estudio, ya que una bahia puede tener una mayor probabilidad
de retencién de plasticos que otros sitios de la Peninsula Antartica, mas alejados de la costa,
expuestos y menos protegidos. Cabe destacar ademas, que en la Peninsula de Fildes se
desarrollan una gran cantidad de actividades antrépicas, asociadas a las bases cientificas
pero también a las actividades del turismo. Esto hace que ademas de los plasticos que
puedan estar llegando por circulacién del agua marina desde otras zonas e incluso latitudes
menores, exista una mayor probabilidad de aportes desde tierra debido justamente a estas
actividades humanas que pueden no ser tan frecuentes en zonas de la Antartida mas
alejadas y menos frecuentadas (Waller et al., 2017; Kuklinski et al., 2019). En el estudio de
Lacerda et al. (2019) el sitio de muestreo N°4 tendria caracteristicas mas similares a la de
este estudio, ya que esta ubicado en un area cercana a la peninsula. En este sitio los autores
registraron concentraciones de MPs de al menos un orden de magnitud inferior a las
observadas en Bahia Collins, sugiriendo que sitios con estas caracteristicas podrian estar
influenciados por corrientes costeras que retienen plasticos, y presentar influencia de fuentes
terrestres. Complementando esta hipotesis, Llanillo et al., 2019 describe a la Bahia Collins
como un fuerte fiordo estratificado y con un aumento reciente de la flotabilidad a través del
calentamiento y la renovacién de la capa superficial, relacionado con el progreso del verano
austral, la cual afecta a los 80 m superiores. Ademas, este estudio demuestra una mayor
retencion de agua de deshielo en la zona. Ambos aspectos podrian indicar un mayor aporte
de MPs terrestres, y una mayor flotabilidad de los mismos en el agua superficial, pero no
explicaria la reduccién en la densidad de MPs entre los afios muestreados.

Al considerar todos los plasticos encontrados, se pudo observar que la mayor parte estaba
representada por los tamanos mas pequenos entre 1 y 1000 um. Aquellos menores a 220 um
no fueron considerados para el célculo de las densidades en este estudio ya que este fue el
tamafo de la malla de la red utilizada para la extraccion de las muestras. Ademas, para el
procesamiento de las muestras se utilizd un tamafo mas pequefio (100 um). La alta
presencia de las fracciones de menor tamafo se podria asociar a tres hipétesis. La primera
se enfoca en la formacion de agregados de particulas del mismo tipo, en este caso MPs,
resultando en tamafos mayores que son retenidos por la red o malla (homoagregados sensu
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Alimi et al., 2018). La segunda hipotesis se enfoca en la formacion de agregados de MPs y
materia organica, ya sea vegetal o animal (heteroagregados sensu, Alimi et al., 2018). Por
ejemplo, varias muestras presentaron salpas y/o macro algas que obstruyen la red, pudiendo
quedar pegados los MPs mas pequenos en su superficie. Sin embargo, entre estas dos
hipotesis se ha visto que la mas probable en ambientes acuaticos naturales es la segunda,
debido a procesos de sedimentacion, filtracion y resuspension (revisado en Wang et al.,
2020). Por ultimo, también podria deberse a algun tipo de contaminacion ya sea durante el
muestreo donde no fue posible su evaluacién por no haber sido considerada en el disefio, o
durante el procesamiento de las muestras, en este caso prescindid a los controles y blancos
utilizados.

Las fibras estuvieron presentes en todos las zonas muestreadas, y fueron las mas
abundantes. Los fragmentos fueron escasos, y no se encontraron en 5 muestras (1 de 3
muestras de 2016 Z,, todas las muestras de 2018 Z, y una de dos muestras tanto para
aquellas de 2018 Z, como de Z,). A su vez dos muestras presentaron unicamente un item (en
2016 Z,y en 2018 Z,) Sin embargo, no se observaron diferencias significativas para ninguno
de estos tipos de plastico entre zonas. En este sentido la hipdtesis propuesta no tuvo apoyo
en base a la evidencia, ya que no se registraron mayores abundancias en aquellas zonas con
mayor poblaciéon permanente (i.e. Zona 2 BCAA). Esto podria deberse a que la fuente
principal de MPs en esta zona sea (similar con el paso de los afios) difusa y la escala
espacial del transporte de estos residuos sea mayor y no pueda detectarse con el disefio de
muestreo realizado. En este sentido, cabe destacar la gran presencia humana que tiene la
Peninsula Fildes especialmente en verano, no solo debido a actividades en tierra sino a la
presencia de embarcaciones cientificas y cruceros turisticos en Bahia Maxwell, pudiendo
aportar una gran cantidad de MPs como por ejemplo pintura, que podrian dispersarse
facilmente (Lacerda et al., 2019; Suaria et al., 2020). Por lo que las fuentes terrestres
antarticas pueden ser significativas. En las inmediaciones de la BCAA se han detectado
contaminaciéon por metales pesados, virus entéricos, esteroles fecales, entre otros, ya que la
fase liquida de las aguas residuales en las fosas sépticas ocasionalmente se filtra a los
arroyos o cafiadas de deshielo que desembocan en la Bahia Collins (Tort et al., 2017).
Debido a que el agua de lavanderia también desemboca en estas fosas, es probable que
exista un aporte de microfibras plasticas a la bahia por las filiraciones mencionadas. Estudios
como el de Waller et al., (2017) y Cincinelli et al., 2017 destacan que las microfibras de la
ropa sintética lavada en bases y barcos ingresan a las aguas antarticas, especialmente
debido a los sistemas de tratamiento de desechos inadecuados y la inspeccion in situ
limitada. Sin embargo, también podria deberse al hecho de que el mayor aporte de
microplasticos no venga de la Antartida, sino de descartes de barcos que no necesariamente
llegan a la Antartida, o por MPs transportados por corrientes marinas hasta este continente.
Asimismo, podrian ser aportados por transporte atmosférico desde diversas zonas
(Evangeliou et al., 2020; Zhang et al., 2019), y también podria ser transportado por el hielo
(Pfirman et al., 1995).

En cuanto a la evolucion temporal, la hipétesis inicial planteaba diferencias entre afios (2016,
2017 y 2018) con mayores abundancias hacia la actualidad, pero tampoco se constaté un
aumento de densidades de MPs en los 3 anos estudiados, sino una disminucion. De
confirmarse esta tendencia con el monitoreo que se esta realizando, esto indicaria un
desacople temporal entre el aumento de actividades en la Peninsula Fildes y posibles
generadoras de residuos plasticos, que puede ser sumamente relevante en zonas remotas
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como la estudiada. Cabe destacar que para este estudio no fue posible determinar diferencias
entre zonas para cada afio, excepto para 2016, ya que 2018 presentd Unicamente 2 réplicas
en cada zona y 2017 no presento réplicas. Por lo que, de igual manera, la falta de réplicas
podria estar influenciando la disminucién de MPs registrada con el paso de los anos. También
puede ser parte de cierta variabilidad atmosférica asociada a la temperatura y el patrén e
intensidad de vientos. Por ejemplo, Venturini et al. (2020) detecté un mayor aporte de materia
organica en Z, de 2017 que en Z, de 2016, estudio el cual utiliza las mismas 3 zonas de
muestreo. De acuerdo a los aportes de Stuecker et al. (2017) esta diferencia pudo deberse a
que en 2017 se produjo un mayor derretimiento de los glaciares y un aumento de la
escorrentia de agua de deshielo debido a un aumento en la temperatura. Ademas,
Gonzalez-Pleiter et al.(2020) detectaron la presencia de MPs en hielo del Lago lonosférico,
ubicado en las inmediaciones de la BCAA y conectado con la Bahia Collins a través de
distintas cafiadas de deshielo. Sin embargo, nuestro estudio encontré las mayores
densidades de MPs en el verano de 2016 que fue el menos calido, con la densidad maxima
en la zona influenciada por el Glaciar Collins (Z,) y una alta densidad la zona sin influencia del
glaciar y de la BCAA (Z,). A pesar de esto, si se pudieron observar densidades altas en las
zonas influenciadas por el retroceso de glaciares y entradas de agua de deshielo (Z,, Z,) en
2017. Resulta necesario por lo tanto continuar con el monitoreo para observar si la tendencia
a la disminucion de densidades se mantiene, y si existe una correlacion entre la cantidad de
MPs encontrado en las diferentes zonas y la temperatura ambiente registrada para cada afio.

Si bien no fue posible en este estudio identificar con exactitud la composicion de los MPs
encontrados, se podria inferir que gran parte de los fragmentos encontrados pertenecerian a
restos de pintura, debido a que sus colores (rojo, negro y azul) son de los que mas abundan
en las bases antarticas, siendo un indicador del aporte terrestre antes mencionado. El estudio
se realizo en la Peninsula Fildes, la cual es una zona cercana a América del Sur y ademas
donde hay mayor concentracién de poblacion por superficie (Waller et al., 2017; Kuklinski et
al., 2019), por lo que seria esperable que se obtengan las mayores densidades de
microplasticos que en zonas mas lejanas como el Mar de Ross. Por lo que se puede
especular que los microplasticos encontrados en Bahia Collins puedan provenir de América
del Sur, aunque otra parte también pueda deberse a residuos provenientes de las bases
cientificas o turismo. Debido a la funcién tipo barrera que genera la ACC, puede que el aporte
desde otros continentes sea bajo, sin embargo no es un sistema cerrado y pueden haber
eventuales entradas de materiales desde latitudes menores (Lacerda et al., 2017). Estas
entradas podrian explicar mejor la gran cantidad de fibras plasticas, las cuales pueden
provenir mayoritariamente de la industria textil. Probablemente las actividades terrestres en la
Peninsula estén aportando mas fragmentos provenientes de la degradacién de
macroplasticos que ya se han detectado tanto en playas como en agua (Lagana et al., 2019;
Bergami et al., 2020), los cuales han denotado un origen mayoritariamente antartico
(espumas, bolsas, envoltorios, gomas y botellas). Nuestros resultados confirman que esta
region no esta exenta de la contaminacion plastica marina y que posiblemente esto se deba a
la falta de medidas para el correcto tratamiento y gestion de residuos en la zona, incluyendo
por ejemplo aguas residuales, residuos de macroplasticos, materiales de aislacion y
construccion, y artes de pesca, tanto de tierra como del mar. En particular, la presencia de
una gran variedad de posibles pinturas, otros fragmentos y fibras plasticas que provengan de
las actividades cientificas y turisticas que se realizan en este continente, deberia ser un
llamado de atencion urgente para la implementacion de una mejora en la gestion y
tratamiento de residuos.
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Experimento de interaccién entre microplasticos y zooplancton

Las tasas de aclarado calculadas muestran que Daphnia sp. consumio MPs en tratamientos
donde solo se les ofreci6 MPs en concentraciones bajas y altas, y también en combinacion
con alimento natural (fitoplancton). Ademas, la mortalidad de Daphnia sp. en el tratamiento
con MPs a altas concentraciones fue del 100%, tratamiento donde también se presentd la
tasa de aclarado mas alta de todo el experimento.

Para el analisis de las tasas de aclarado, es pertinente tener en cuenta que estas pueden
verse afectadas por el tamano del organismo, temperatura, y tipo y concentracion de alimento
ofrecido (Bamstedt et al., 2000; Reynolds, 2006). El tamafio no deberia haber afectado las
tasas de aclarado debido a que los organismos no poseian tamafos significativamente
diferentes (promedio 1,5 mm) entre los tratamientos. A su vez, la temperatura no influyé en
de estas tasas ya que el experimento se realizé a 21°C en oscuridad durante toda su
duracion. Por otro lado, se utilizaron Cryptomonas sp. las cuales son un alimento palatable
para cladéceros, y se encuentran dentro del rango de tamafios de los cuales se alimentan
(Reynolds, 2006).

El promedio de tasa de aclarado de fitoplancton para el tratamiento con uUnicamente
fitoplancton fue de 0,13 0,04 ml/ind.h, siendo considerablemente baja comparado con otras
investigaciones que utilizaron individuos de Daphnia con tamafos similares. Por ejemplo
Muller, M. F. (2018) obtuvo tasas de aclarado en Daphnia magna de alrededor de 1,59
ml/ind.h en individuos de igual tamano al utilizado por este experimento. Sin embargo, este
obtuvo tasas mucho mayores, lo cual se puede deber a que el fitoplancton utilizado no es el
mismo, y que se utilizaron concentraciones iniciales bastante superiores a este estudio (1000
mg/l).

Las tasas de aclarado de fitoplancton en el tratamiento con microplasticos a bajas
concentraciones (F+M1) fueron similares al tratamiento con Unicamente fitoplancton (0,081
+0,061 ml/ind.h). Sin embargo, en el tratamiento con microplasticos a concentraciones altas
(F+M10) las tasas de aclarado fueron significativamente mayores (0,242 +£0,027 ml/ind.h).
Esto puede deberse a una mayor cantidad de particulas totales en el tratamiento (F+M10), ya
que se espera que a mayor concentracion de particulas ocurra mayor filtraciéon por parte de
Daphnia, o a la formacién de agregados entre fitoplancton y microplasticos, siendo la
existencia de estos demostrada por Lagarde et al., 2016, los cuales facilitan la ingestion de
microplasticos. Segun la primera explicacidon, es pertinente tener en cuenta que Daphnia
como especie planctonica dulceacuicola posee una respuesta funcional de tipo Il, esto quiere
decir que a corto plazo responden a un incremento de la concentracion de alimento a través
del aumento de la tasa de ingesta, la cual aumenta hasta un nivel maximo (Imax), y ocurre a
una concentracion del recurso umbral (Concentracion Limitante Incipiente, CLI) (Gentleman &
Neuheimer, 2008). A mayores concentraciones de la CLI, la tasa de ingesta se mantiene
constante mediante la disminucién de la actividad de filtracién y por el rechazo del exceso de
particulas (Martinez, 2000). Por lo tanto, Daphnia consume mas fitoplancton en presencia de
mayores concentraciones de microplasticos por el hecho de que existe una mayor
concentracion de particulas totales y/o por la formacion de agregados entre fitoplancton y
microplasticos. Otro estudio como el de Colomer et al. (2019) si encontré diferencias
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significativas entre las tasas de aclarado con microplasticos y aquellas que no los poseian
(solo fitoplancton), siendo mayores en el ultimo caso.

El promedio de tasa de aclarado de MPs en los tratamientos con unicamente microplasticos
fue de 0,69 = 0,44 ml/ind.h a bajas concentraciones (M1) y 0,91 0,54 ml/ind.h a altas
concentraciones (M10), mientras que los que poseen fitoplancton y microplasticos a bajas
concentraciones (F+M1) fue de 0,48 +0,45 ml/ind.h, y a altas concentraciones (F+M10) de
0,28 + 0,93 ml/ind.h, siendo que no hay diferencias significativas entre ninguna de estas. Esto
nos indica que Daphnia consumiria los microplasticos de igual manera, indiferentemente de
las concentraciones de MPs ni de la presencia de fitoplancton. Sin embargo, estudios como
Colomer et al. (2019) encontraron diferencias, siendo que aclara mas microplasticos cuando
esta en conjunto con el fitoplancton. Cabe destacar que, este experimento expuso a Daphnia
magna de 2.0 £ 0.2 mm y 2.4 £ 0.2 mm por un dia a una concentracion de 0,09 g/l MPs y
aproximadamente obtuvo tasas de 2,3 ml/ind.h cuando se encontraba en la misma relacién
con fitoplancton (Spirulina sp., 8,4 £ 0,5 mg/L) y de 2,1 ml/ind.h aproximadamente cuando hay
unicamente microplasticos. Por lo que este utilizé concentraciones de MPs de un orden o dos
de magnitud mayores a nuestro experimento y menor concentracion inicial de fitoplancton, lo
que puede explicar tanto estas diferencias como las encontradas en tasas de aclarado de
fitoplancton.

Cabe destacar que se encontré una gran variabilidad en los datos de las tasas de aclarado
para los tratamientos con MPs. Esto se debe a que en la mayoria de los tratamientos, una de
las tres réplicas siempre obtuvo tasas de aclarado de un orden de magnitud menor a las otras
dos. A su vez, se detectaron valores negativos en las tasas de aclarado de MPs, lo cual se
debié a que la concentracion final de microplasticos de los controles fue menor a la de esos
tratamientos. La causa de esto podria ser debido al uso de una solucidon general de la dilucion
de los plasticos, del cual se extrajo lo necesario para cada unidad experimental, y que a pesar
de que se homogeneizo antes de extraer, las concentraciones podrian diferir entre el control y
los tratamientos. También podria deberse a la agregacién de MPs, y que en el conteo final no
puedan diferenciarse como varios items, por lo cual pudo haberse subestimado la cantidad de
MPs presente en los controles (Anexo, Figura VI). Un aumento del volumen de
experimentacion utilizado puede contribuir también a mejorar la precisién en los conteos.

Por otro lado, el tratamiento con mayor tasa de aclarado (MPs a alta concentracion, M10)
tuvo una mortalidad del 100% en todas sus réplicas. Otros estudios han comprobado mayor
mortalidad o inmovilidad cuando los MPs son de formas irregulares, debido a las mayores
dificultades de los organismos para excretarlos, pudiendo generar bloqueos intestinales con
implicaciones para la nutricién de los organismos (Frydkjeer et al., 2017; Wright et al., 2013).
Ademas, se podria hipotetizar que la accién de limpieza de las setas alimenticias podria
provocar un aumento del consumo de oxigeno, lo que en el caso de nuestro experimento
podria haber llevado a una deplecion total del mismo en los viales utilizados, los cuales
fueron de pequeno volumen (8 ml). Nuevos experimentos serian necesarios para evaluar esta
hipétesis. Por otro lado, no se observé mortalidad en aquellos tratamientos en presencia de
fitoplancton y MPs a altas concentraciones (F+M10). Otros estudios han confirmado que la
mortalidad en Daphnia parece ser menor cuando los MPs se combinan con alimento natural
(Yu et al., 2020). Ademas, la mortalidad puede ser explicada por el tipo de microplasticos
utiizado el cual es irregular (no comerciales, tipo microbeads) y que a mayores
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concentraciones mas probabilidad de que se generen aglomeraciones, y por lo tanto
particulas de mayor tamafo, que obstruyan el sistema digestivo.

CONCLUSIONES

(1) La metodologia propuesta permitié un analisis rapido de microplasticos encontrados en
muestras de agua marinas. La microscopia de luz polarizada (PLM) demostré ser una
herramienta util para la deteccion de particulas plasticas de tamarios entre 220 y 5000 ym en
muestras de agua de la Bahia Collins, las cuales poseen, en general, baja cantidad de
materia organica y arena.

(2) La densidad de microplasticos en la Bahia Collins, Antartida observada con la
metodologia propuesta presenté valores de densidad elevados en comparacion a otras
investigaciones en aguas superficiales marinas u oceanicas de este continente. Esto podria
estar relacionado a la cercania con fuentes terrestres, aporte a través de canadas de
deshielo, y procesos de deshielo. Las densidades fueron mayores en 2016 y 2017 que en
2018, hallandose diferencias significativas entre 2018 y 2016, por lo que se encontré una
distribucion temporal con una tendencia a la disminucién de densidades con el paso de los
anos, contrario a lo que se esperaba. Sin embargo, se encontraron mayores densidades en
las zonas de muestreo influenciadas por hielo y deshielo durante 2017, que fue el verano mas
calido. Nuevos muestreos son necesarios para evaluar si esta tendencia se mantiene en el
tiempo, y si existe una correlacién con otras variables ambientales como la temperatura. Las
fibras fueron el tipo de MPs mas abundante, y no se observaron patrones de distribucion
espacial heterogénea (no hubo diferencias entre las densidades entre zonas). A su vez, el
tamafio predominante de MPs fue el rango mas pequeno (0,001-220 um) el cual no fue
considerado para el célculo de densidades en este estudio, ya que poseian un tamafio por
debajo al de las redes que se usaron. Aunque los controles indicaron ausencia de
contaminacién durante el analisis de laboratorio, esto puede deberse a la agregacién con
otros elementos, ya sean MPs o materia organica, o la contaminacién durante el muestreo o
procesamiento.

(3) Se corroboré que Daphnia sp. ingirié6 microplasticos y que altas concentraciones (M10,
0,01 g/l) fueron letales (movilidad). A su vez, se encontrdé que las concentraciones mas altas
de MPs conducen a un aumento de la filtracion de fitoplancton de Daphnia, y que ingirieron
indiscriminadamente tanto MPs como Cryptomona sp. En general, se puede concluir que
organismos con caracteristicas funcionales similares a Daphnia sp. (filtrador generalista)
pueden ingerir MPs, y registrar mortalidad en casos de altas concentraciones debido a
bloqueos intestinales, lo que podria afectar a poblaciones de estos organismos, con
consecuencias para las tramas troficas acuaticas. Para poder evaluar el impacto en
organismos antartico sera necesario una adecuacion de la metodologia utilizada a
temperaturas, tamanos de MPs y unidades de experimentacion.

PERSPECTIVAS

En proximas investigaciones seria ideal generar a partir de los resultados obtenidos un nuevo
experimento con organismos zooplanctoénicos filtradores antarticos marinos con las mismas
concentraciones utilizadas por el experimento ya realizado, pero adecuando las condiciones
de muestreo a las caracteristicas de estos organismos, incluyendo temperatura, rangos de
tamafio de MPs que consumen y tamano de unidades de experimentaciéon. Utilizando la
misma metodologia, pero sumandole mediciones de oxigeno para observar posibles
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relaciones con un aumento del consumo de oxigeno cuando el organismo esta en presencia
de unicamente microplasticos a altas concentraciones.

A su vez, seria ideal ampliar la zona de muestreo en la Peninsula Fildes. De esta manera se
generara informacién sobre las densidades de MPs en otras costas de la Peninsula para
evaluar posibles patrones de distribucion y movimiento de estas particulas. A su vez, seria
necesario generar informacion sobre la caracteristicas de las corrientes a mediana y pequefa
escala en la Peninsula, lo cual ayudard a comprender la distribucion de estos plasticos,
especialmente aquellos que provengan de la Antartida.
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ANEXO
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Figura I. Curva de calibracion de clorofila-a (ug.I"", método quimico Jespersen &
Christoffersen, 1987) y fluorometria in vivo (RFU).
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Figura Il. Fotografias de fragmentos microplasticos a la lupa antes (A, B, C, D) y luego (E, F,
G, H) de la prueba de quemado.
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Figura lll. Imagenes de microplasticos (fibras y fragmentos) tomadas por software y con
camara directo al microscopio 6ptico con filtro de luz polarizada de muestras 2016;
pertenecen (A - F) a zona 1 (G-l) a zona 2 y (J-O) a zona 3.
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Figura IV. Imagenes de microplasticos (fibras y fragmentos) tomadas por software al
microscopio éptico con filtro de luz polarizada de muestras 2017; pertenecen todas a la zona
1 exceptuando C que pertenece a la zona 2 y D a zona 3.

Figura V. Imagenes de microplasticos (fibras y fragmentos) tomadas por software al
microscopio éptico con filtro de luz polarizada de muestras 2018; pertenecen (A), (C), (E) a
zona 1, (B), (D), (H)a zona 2y (F), (G) a zona 3.
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Tabla I. Promedios de densidad de fibras, fragmentos y ambos con sus respectivos desvios,

de cada zona en cada ano, considerando MPs desde 220 a 5000 pm.

Promedio Densidad total

Promedio Densidad fibras

Promedio Densidad fragmentos

Fecha, Zona (items/m?) (items/m?) (items/m?)
2016, 71 18,5+ 8,0 17,8+7,9 0,7£0,2
2016, 22 6,8 +10,7 6,7+£10,6 0,1+0,2
2016, Z3 14,9 +6,7 14,3+6,5 06%0,3
2017, 71 13,9+0,0 12,1+0,0 1,8+£0,0
2017, 22 7,8+0,0 7,7x0,0 0,1+0,0
2017, 273 4,1+0,0 3,9+0,0 0,2+0,0
2018, 21 1,2+1,1 1,2+11 0,0£0,0
2018, Z2 0,5+0,2 0,5%+0,2 0,0x£0,0
2018, Z3 79+10,7 7,7+£10,4 0,2+0,3

Tabla Il. Porcentaje de densidades medias de microplasticos (fibras y fragmentos) y sus

desvios para cada zona y afio, considerando MPs desde 220 a 5000 ym.

Fecha, Porcentaje de Desvio Porcentaje de Desvio Porcentaje
Zona Porcentaje de Fibras Fragmentos Fibras de Fragmentos
2016, 21 96,5 3,5 98,8 3,0
2016, Z2 98,3 1,7 98,4 1,6
2016, 73 95,8 4,2 96,8 5,0
2017,21 87,1 12,9 0,0 0,0
2017, 22 98,2 1,8 0,0 0,0
2017,23 95,2 4,8 0,0 0,0
2018, Z1 100,0 0,0 100,0 0,0
2018, 22 97,9 2,1 108,1 8,1
2018, Z3 97,2 2,8 97,1 2,9
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Tabla lll. Tamanos medios de todos los microplasticos registrados (fragmentos y fibras) con
sus desvios, y tamafios minimos y maximos para cada réplica de cada zona en muestreos
2016, 2017 y 2018.

Tamaio medio frag. Tam.Min. Tam.Max. Tamafomedio @ Tam.Min. Tam. Max. Fibras
Aiio, Zona (m) Frag. (um) Frag. (um) fibras (um) Fibras (um) (um)
2016, 71 458,0 £ 271,6 52,8 1028,4 1047,0 £ 729,7 101,8 4057,9
2016, 21 446,0 + 450,0 41,4 1679,4 810,0 £ 613,7 37,9 4656,2
2016, 21 348,0+261,9 34,2 1232,3 734,0+621,9 58,6 4880,7
2016, Z2 226,0+128,5 75,2 607,6 729,0 £ 581,7 63,3 4747,6
2016, 22 86,0 + 50,8 14,2 210,5 95,3 +70,7 14,4 461,1
2016, 22 65,6 + 125,7 7,7 704,7 93,2+ 68,2 17,3 386,6
2016, Z3 448,0 + 434,8 35,5 1936,8 789,3 +702,7 44,4 4816,3
2016, Z3 606,0 + 320,7 151,1 1372,7 958,8 + 779,7 105,7 4920,2
2016, Z3 409,0 £ 328,2 139,2 1201,7 679,0 + 825,9 42,2 4625,5
2016, Z3 686,0 + 618,9 140,1 2000,0 700,0 + 470,5 61,3 3239,0
2017,21 521,0+377,0 69,7 2556,4 864,0+760,1 49,9 4650,8
2017, 22 632,0 + 685,4 215,4 2133,2 793,0+678,2 83,3 4016,1
2017, 273 542,0 + 644,7 107,4 2781,5 742,0 £ 527,5 114,0 3244,2
2018, 721 43,2+29,3 3,9 100,9 99,78 + 73,6 10,8 606,3
2018, 71 62,8 + 35,5 13,9 155,1 83,6 £ 58,7 11,9 505,7
2018, 72 28,1+ 15,0 7,3 56,6 65,0 + 46,9 1,1 370,1
2018, 72 71,6 +82,1 16,5 308,0 76,8 £ 58,1 13,2 370,6
2018, Z3 33,0+ 20,3 8,5 72,4 75,3 +140,5 1,1 2444,3
2018, Z23 349,0 + 495,0 13,2 3120,8 662,1 + 653,1 13,8 4628,5
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1) TA FITO

A) Fito+Daphnia

Tabla IV.
Concentraciones Tamafo Volumen
finales de Supervive TA Daphnia experimental Tiempo Promedio Promedio Desvio
Tratamiento Réplica Clorofila (mg/l) ncia Tf  fito (um) (ml) (hs) Ncind Control TA TA
F+ D1 1 267,1 MUERTA 0,107 1594 8 4 1 281,8 0,130 0,041
F+ D2 2 257,8 VIVA 0,178 1321
F+ D3 3 267,3 VIVA 0,105 1497
C.F1 1 285,3
C.F2 2 281,1
C.F3 3 278,9
B)Fito+M1+Daphnia
Tabla V.
Concentraciones Supervi Tamano Volumen
finales de vencia TA Daphnia experimental Tiempo Promedio Promedio Desvio
Tratamiento Réplica Clorofila (mg/l) Tf fito  (um) (ml) (hs) Nc°ind  Control TA TA
F+ M1 + D1 1 144.,6 VIVA 0,015 1483 8 4 1 145,7 0,085 0,064
F+M1+D2 2 138,6 VIVA 0,100 1546
F+M1+D3 3 135,9 VIVA 0,140 1491
C.F+M11 1 145,6
C.F+M12 2 1445
C.F+M13 3 147,0
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C)Fito+M10+Daphnia

Tabla VL.
F+M10+D1 1 130,8 VIVA 0249 1489 8 4 1 14841 0255 0,028
F+M10+D2 2 132,0 VIVA 0230 1509
_ 3 128 4 VIVA 0285 1487
C.F+M101 1 142.4
C.F+M102 2 1511
C.F+M103 3 150,8
2) TA MICRO
A)M1+Daphnia
Tabla VI

M1 + D1 1 1,40 VIVA 120 1138 8 4 1 2,55 0,69 0,44
M1 + D2 2 2,00 VIVA 049 1663

M1 + D3 3 2,10 VIVA 0,39 1575

C M1 (1) 1 2,50

CM1(2) 2 2,6
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B)M10+Daphnia

Tabla VIII.

M10 + D1 1 46 MUERTA 0,25 1457 8 4 1 52,1 0,91 0,57
M10 + D2 2 28 MUERTA 1,24 1598
M10 + D3 3 28 MUERTA 1,24 1653
C M10 (1) 1 42,2
C M10 (2) 2 62
C)Fito+M1+Daphnia
Tabla IX.

F+ M1 + D1 1 21 VIVA  -0,54 1483 8 4 1 1,6 -048 045
F+M1+D2 2 1,6 VIVA | 0,00 1546

F+M1+D3 3 2,5 VIVA  -0,89 1491

C.F+M11 1 1,7

C.F+M12 2 1,6

C.F+M13 3 1,5
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D)Fito+M10+Daphnia

Tabla X.
Concentraciones
finales de Supervi Tamafio  Volumen

microplasticos vencia TA Daphnia experimental Tiempo Promedio Promedio Desvio
Tratamiento Réplica (items/ml) Tf  Micro  (um) (ml) (hs) Nc°ind Control TA TA
F +M10 + D1 1 54 VIVA -1,31 1489 8 4 1 28 -0,28 0,93
F+M10 + D2 2 22 VIVA | 0,48 1509
F +M10 + D3 3 28 VIVA | 0,00 1487
C.F+M101 1 34
C.F+M102 2 20
C.F+M103 3 30

Figura VI. Fotografia mediante software de los microplasticos utilizados para el

experimento con zooplancton.
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