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Resumen

La contaminacion por microplasticos ha recibido mucha atencion durante los dltimos
afios debido a su impacto en el medio ambiente y en los organismos (incluyendo a los
humanos). Los microplasticos son ingeridos con facilidad por organismos marinos debido
a su pequefio tamafio (<5 mm) y pueden ser bioacumulados en la cadena tréfica. Este es
el primer estudio que analiza la cantidad de microplasticos ingeridos en la caballa
(Scomber colias) en el Golfo de Cadiz. De los 58 estomagos analizados, el 93% contenia
microplasticos con una media de 5,9 microplasticos/individuo. De los 747 microplasticos
analizados, el 91,83% eran fibras y el 8,17% fragmentos, siendo los colores mas

frecuentes el negro (34%) y el azul (27%).

Introduccion
El Golfo de Céadiz
El Golfo de Cadiz es una cuenca que conecta el norte del Océano Atlantico y el Mar
Mediterraneo®. La peninsula Ibérica es el limite norte y este de la cuenca, mientras que el
continente africano es el limite surl. El punto mas al oeste del golfo es el Cabo San
Vicente, el cual, debido a su topografia, cambia la linea de costa de norte a este en un
angulo casi recto, permitiendo separar el régimen oceanogréafico al oeste de Portugal del
régimen mas propio del Golfo de Cadiz!. El Golfo de Cadiz, que es la zona de estudio, se
puede separar en cuatro zonas oceanograficas diferentes, marcadas por el Cabo Santa
Maria y los principales rios del Golfo de Cadiz. De tal manera que una zona seria entre el
Cabo San Vicente y el Cabo Santa Maria, donde la plataforma continental es estrecha (15
km) y se encuentra el cafidn submarino de Portimao, y las otras tres zonas marcadas por
la influencia de los rios principales, el Guadiana, Guadalquivir, Tinto y Odiel*.

Los estudios iniciales sobre el Golfo de Cadiz en 1977 sefialan tres puntos
oceanograficos importantes: La zona de upwelling portugués, el frente de Huelva y el

remolino de Tarifal.

Actividad humana en el Golfo de Cadiz

El Golfo de Cadiz es una zona con una gran importancia para la actividad humana, ha
servido como asentamiento a numerosos pueblos a lo largo de la historia, es una de las
zonas maritimas mas transitadas por barcos del mundo? y recibe agua de cuencas fluviales

densamente pobladas®. Como resultado de toda esta actividad antropogénica y de las
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caracteristicas oceanograficas de la zona, no es de extrafiar que el Golfo de Cadiz sea la

via de entrada de plasticos al Mar Mediterraneo, donde se acumulan®.

Microplasticos

Los plasticos, diversos tipos de polimeros sintéticos derivados de combustibles fosiles®,
son uno de los materiales mas abundantes en el planeta. De hecho, algunos autores se
refieren a la época actual como “Era del Plastico™, y es que en 2015 se estimo que 8300
millones de toneladas métricas (Tm) de plasticos habrian sido producidas hasta la fecha’.
Ademas, como resultado del elevado contenido de carbono que se encuentra en los
plasticos, algunos autores han sugerido un ciclo geoquimico plastico-carbono®. Este ciclo
se iniciaria con la produccion industrial de polimeros de elevado peso molecular
(plasticos) y terminaria con la degradacion de estos en compuestos no poliméricos de bajo
peso molecular®.

Estos desperdicios de plasticos frecuentemente terminan en vertederos o en el
entorno natural” expuestos a mecanismos fisicos, térmicos, fotoquimicos y bioquimicos
que los van degradando®. Los restos o particulas degradadas pueden ser transportados por
el viento o el agua®. El 80% de los plasticos que encontramos en el mar proceden del
medio terrestre®, mientras que el 20% restante proviene de actividades realizadas en el
propio mar como la pesca, acuicultura, transporte de mercancias o extraccion de petroleo®.

Los microplasticos son todos aquellos plasticos de tamafio inferior a 5mm?, y
pueden ser primarios o secundarios. Los microplasticos primarios son aquellos que fueron
directamente fabricados para ser de tamafio microscopico!!. Estos son propios de
productos cosméticos, pellets o de algunos vectores quimicos usados en medicina®!. Por
otro lado, podemos encontrar los microplasticos secundarios, los cuales son los productos
de los mecanismos de degradacion mencionados anteriormente®. Por ejemplo,
macroplasticos que son transportados por los rios hasta los oceanos'?, y se degradan y
fragmentan en forma de fragmentos o de fibras, siendo estos Gltimos los mas frecuentes
en el ambiente debido a su origen textil*. Ligado a los microplasticos secundarios se
encuentra el concepto de nanoplastico!. Los nanoplasticos son aquellos microplasticos
que se han degradado hasta alcanzar un tamafio menor a 1,6 um**. Se piensa que durante
las proximas décadas existira un aumento significativo en la presencia de nanoplasticos
en los oceanos debido a un mayor tiempo de exposicion't. ElI reducido peso de los

microplasticos hace que se encuentren sometidos con facilidad a fenémenos de transporte
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por las corrientes de aire que hace que terminen en los oceanos'?, siendo las zonas costeras

las mas afectadas por la presencia de estos®.

Microplasticos en la cadena tréfica

Un estudio reciente predice que la mayor interaccién entre la biota marina y los
microplasticos se dara en las zonas costeras'®. Este aumento en la biodisponibilidad de
los microplasticos hace que se puedan incorporar a la cadena tréfica por ingestion o
inhalacion®®. La ingestion de microplasticos depende de la concentracion en el medio,
tamarfio, forma, distribucién y caracteristicas quimicas, ademas de los habitos alimenticios
del organismo y su distribucion en la columna de agua®®. Los organismos filtradores como
zooplancton, larvas de peces y algunas especies de peces tendran una mayor probabilidad
de ingerirlos de forma directa’®. Una vez ingeridos, estos seran bioacumulables en la
cadena trofica, dicho con otras palabras, un organismo de un nivel tréfico superior que
consuma al organismo que ha ingerido el microplastico, incorporara el micropléstico
indirectamente en su dieta®.

Los efectos de la ingestion de microplasticos puede causar severos problemas en
la fisiologia del organismo como reduccion en la alimentacion, inhibicion del crecimiento
y el desarrollo, alteraciones en el sistema endocrino, problemas energéticos, reduccion en
la actividad del sistema inmune, disfuncion del sistema nervioso, genotoxicidad y
potencialmente la muerte!’18:19,

Varios estudios ya han reportado la ingestion de microplasticos en diferentes
especies de peces comerciales de las costas de la peninsula Ibérica como Boops boops
(boga)?°, Engraulis encrasicolus (anchoa)?!, Sardina pilchardus (sardina)?' y Trachurus
mediterraneus (jurel)®. Hay que tener en cuenta que especies como las anchoas o las
sardinas representan un gran porcentaje de las capturas totales (39% en el periodo entre
2014 y 2016) en la costa sur de la peninsula Ibérica?t, por lo que son altamente
consumidas por humanos.

De hecho, varios estudios recientes han hallado microplasticos en diferentes
6rganos y tejidos humanos como en intestinos??, en placentas?® o en la sangre®*. En
humanos, los microplasticos podrian causar inflamaciones de algunos tejidos que podrian
derivar en cancer y un aumento en la incidencia de enfermedades neurodegenerativas y
en trastornos inmunitarios?, aunque adn quedan por hacer estudios mas profundos sobre

sus efectos. Esto nos lleva a realizar este tipo de estudios para cuantificar el contenido de
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microplasticos en especies comerciales. En este contexto, este estudio busca cuantificar

los microplasticos en el contenido estomacal de la especie Scomber colias (caballa).

Especie de estudio

La especie objeto de este estudio es el tonino o caballa del sur, una especie que pertenece
a los metazoos del filo Chordata, clase Actinopterygii, del orden Perciformes, familia
Scombridae. Hasta hace poco, todos los estudios se referian a esta especie como Scomber
japonicus, pero la diversidad en los datos morfoldgicos y genéticos ha llevado a
diferenciar entre dos especies; Scomber japonicus en el Indo-Pacifico y Scomber colias
en el Atlantico?®. Durante el trabajo nos referiremos a la especie de estudio como caballa
(figura 1).

"..‘ h )
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Figura 1: Scomber colias?.

La caballa es una especie comercial que habita en aguas templadas y subtropicales
del Atlantico, a profundidades que van desde cerca de la superficie hasta
aproximadamente los 500 m de profundidad®® (figura 2), estando estas profundidades
determinadas por la disponibilidad de alimento y la etapa del ciclo de vida en la que se
encuentre?®. Es una especie pelagica costera que se distribuye por toda la plataforma
continental y puede ser encontrada en el océano Atlantico, Mar Mediterraneo y Mar
Negro?®. En Espafia se distribuye a lo largo de la costa sudatlantica, al oeste del estrecho
de Gibraltar y por toda la costa mediterranea’.

Durante la época de desove, los adultos migran desde las aguas frias mas
profundas del talud superior hasta las aguas templadas donde hay mas alimento
disponible, normalmente fitoplancton y microzooplancton?®. Esta época, suele durar de 3
a 5 meses y diversos estudios de poblaciones de caballa en las costas atlanticas de la
peninsula Ibérica3:323% sugieren que este periodo podria estar comprendido entre los

meses del primer semestre del afo.
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Figura 2: distribucion de la especie Scomber colias, el rango de colores indica la probabilidad de encontrar a la
especie. AquaMaps (2019, October). https://www.aquamaps.org.

En las zonas costeras, una vez que los juveniles llegan a la edad de primera
maduracion, estos siguen a los adultos hacia las zonas de alimentacion en las aguas
profundas del talud superior y de la plataforma continental. Estas son zonas de
alimentacion y de recuperacion post-desove para los individuos en las fases del ciclo de
vida mas avanzado. Estos individuos encuentran en estas zonas una mayor disponibilidad
de macroplancton y de peces adultos que les serviran de alimentos?®,

La caballa se encuentra en el nivel intermedio de la cadena trofica. Es un
componente importante en la dieta de otras especies de peces y tiburones como Thunnus
alalunga (atan rojo), T. thynnus (atdn de aleta azul), Xiphias gladius (pez espada) y
Sphyrna zygaena (tiburén martillo)34. Al mismo tiempo, es un depredador importante de
especies de copépodos, apendicularios y misidaceos, ademas de otras especies de peces
como Sardina pilchardus (sardina) o Atherina presbyster (abichdn)®.

El consumo de caballa por humanos se remonta a la prehistoria y, actualmente, es
una de las especies mas capturadas entre los paises pertenecientes a la Union Europea
debido a su alto interés nutricional®. Por lo tanto, este estudio busca cuantificar el
contenido estomacal de microplasticos de una de las principales especies comerciales de

Europa, Scomber colias.

Objetivo

El fin de este estudio es:

1. Cuantificar la cantidad de microplasticos presentes en estdbmagos de la especie

Scomber colias en el golfo de Céadiz.
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Material y métodos

Area de estudio

Los individuos de la especie fueron recolectados durante la campafia ECOCADIZ-
RECLUTAS en octubre del afio 2020 en el Golfo de Cadiz. Se tomaron un total de 50
ejemplares al azar en los 11 lances muestreados (tabla 1). Los 11 lances se agruparon en
cuatro zonas segun los limites geograficos y caracteristicas oceanogréaficas parecidas a lo
largo del Golfo de Cédiz (figura 3).
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Longitud

En la zona 1 se encuentran los lances L5 y L7, aquellos situados en la zona este del Golfo
de Céadiz y cercanos a la desembocadura del rio Guadalquivir.

En la zona 2 se encuentran los lances L9, L10 y L11, los cuales estan situados al
este de la desembocadura del rio Guadiana y muy proximos a la desembocadura de otros
rios importantes de la provincia de Huelva como el rio Odiel y el rio Tinto.

En la zona 3 se encuentran los lances L13, L14 y L 16, aquellos situados en el cabo
de Santa Maria y al oeste de la desembocadura del rio Guadiana.

En la zona 4 se encuentran los lances L19, L20 y L21. Esta zona se extiende desde
el oeste del cabo de Santa Maria hasta el cabo de San Vicente, el limite occidental del
Golfo de Cédiz.
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Inicio Fin
Lance Localizacion  Fecha Latitud Longitud Hora Profundidad Latitud Longitud Hora Profundidad
UTC (m) UTC (m)
L5 Chipiona  10/10/20 36°31,217°N  6°46,299°'W  13:45 196 36°40,389°N  6°29,462°'W  17:36 21
L7  Matalascafias 11/10/20 36°44,009°'N 6°58,357°W  10:47 200 36°53,949°N  6°39,976°W  14:30 19
L9 Punta 19/10/20 36°49,732’N  7°06,459°W  08:29 192 37°04,294°’N  6°56,138°’W 10:16 22
Umbria
L10 El Rompido 18/10/20 36°50,087°’N 7°07,207°W  11:34 196 37°07,933’N 7°07,225’W  17:26 19
L11  IslaCristina 18/10/20 37°06,884’N 7°17,218°W 06:48 21 36°53,544°N  7°17,105°W  09:58 188
L13 Tavira 12/10/20 36°57,094'N  7°37,117"W  10:41 190 37°05,207°N  7°37,223'W  13:36 16
L14 Fuzeta 14/10/20 36°59,133’N  7°47,102°W  06:40 47 369°55,462°N  7°47,020°'W  07:03 197
L16 Quarteira  15/10/20 37°01,787°’N  8°06,961’W  06:45 18 36°49,647°N  8°06,811°'W 11:10 231
L19 Portimao  16/10/20 36°51,914'N 8°36,743’W  10:52 150 37°04,297°N  8°37,063'W  12:08 38
L20 Burgau 17/10/20 37°02,564'N 8°46,947°W  06:47 43 36°51,954°'N  8°46,661°'W  09:52 201
L21 Punta de 17/10/20 36°59,601’N  8°56,610’W  10:50 202 36°59,166°N  8°56,826°W  13:52 28
Sagres




Seleccion de los individuos

De los 550 individuos recolectados totales se seleccionaron 10 individuos por lance,
haciendo un total de 110 individuos. Posteriormente, debido a que el tiempo de digestion
de los estomagos fue algo mas lento de los esperado, se terminaron seleccionando 58
individuos al azar (tabla 2), siendo esta una muestra suficientemente representativa para
el estudio del Golfo de Cadiz*’.

Zona Lance NC°Individuos Total zona
1 L5 10

L7

2 L9
L10

L11

3 L13
L14
L16
4 L19
L20
L21

11

13

17

17

D 00 W O N N Wbk~ O

Procesamiento de los ejemplares
Todos los ejemplares fueron congelados directamente tras su captura y almacenados a
-20°C hasta el analisis de microplasticos??.

Se seleccionaron 58 individuos de caballa con un rango de talla de entre los 18,1
a los 25,6 cmy el rango de peso desde los 45 g hasta los 142 g. El indice de condicion de
los individuos estaba comprendido entre 0,74 y 1. El sexo no fue determinado debido a
que los ejemplares fueron capturados en el mes de octubre, mes en el que las génadas de
la caballa se encuentran aun en un desarrollo temprano que no permite diferenciar entre
individuos hembras y machos®3.

Los estobmagos fueron extraidos usando tijeras y pinzas de acero inoxidable. La

diseccion fue realizada cortando a los ejemplares desde la cloaca hasta el final del
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es6fago, para posteriormente extraer todas las visceras y seleccionar los estbmagos que
fueron pesados, lavados con agua destilada y guardados en recipientes de cristal.

Los estdmagos fueron transportados a una campana de flujo vertical en cajas y el
contenido estomacal fue extraido de los estdmagos usando unas pinzas de acero
inoxidable. Se determin6 el peso del estbmago vacio. El estbmago se dejo junto al

contenido estomacal dentro de los recipientes de cristal.

Preparacién del KOH
Se prepar6 una solucion de 124 g de hidroxido de potasio (KOH) en 1100 ml de agua
destilada para digerir los estémagos extraidos. La solucion se prepar6 en un matraz que,
posteriormente, se colocaba en un agitador magnético analégico (AGIMATIC-N) para que
el KOH se diluyese.

El KOH es una base fuerte que ha demostrado ser muy eficaz a la hora de eliminar
materia organica®, por ello ha sido utilizado en varios estudios sobre la ingestion de

microplasticos®.

Procesamiento de los estomagos

Se afadieron 80 ml de KOH 10% a cada uno de los recipientes que contenian el contenido
estomacal y los estomagos vacios, de forma que toda la materia organica fuese digerida
y quedara unicamente la materia inorganica. Posteriormente se agitaba la solucion con
una cucharilla de acero inoxidable. Finalmente, los recipientes de cristal se metieron en
la estufa a una temperatura de 45°C durante un mes. Durante este mes, una o dos veces a

la semana las muestras se agitaban para acelerar el proceso de digestion®.

Contaminacion por microplasticos

Para evitar que las muestras se contaminaran con microplasticos externos a las propias
muestras, se tomaron algunas medidas de prevencion. Antes de empezar todos los
procesos o al cambiar de muestra, todos los materiales eran lavados con etanol 96° y agua
destilada*®. Ademas, siempre se trabajo dentro de una campana de flujo vertical.

Aunque se tomaron precauciones, también se llevaron a cabo ciertas medidas para
poder cuantificar el nUmero de microplasticos externos. Para ello se utilizaron cuatro
blancos de contaminacidn externa, los cuales eran recipientes de cristal que estaban
rellenos de 80 ml de KOH 10%, pero no contenian estdbmagos y acompariaban al resto de
muestras durante todos los procesos.

Por otro lado, también se usaron cuatro blancos de contaminacion cruzada, los

cuales cuantificarian los microplasticos procedentes de las propias muestras que podrian
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haberse translocado de una muestra a otra durante el proceso de agitacion. Esta
translocacion se produciria al haber agitado una muestra y, tras limpiar la cucharilla de
acero inoxidable con agua destilada, alguno de los microplasticos de la primera muestra
se hubiera podido quedar retenido en la cucharilla, de forma que pasaria a la proxima
muestra. La cuantificacion de este tipo de contaminacion serviria para saber si ha habido
una sub- o sobreestimacion de microplasticos. Estos blancos de contaminacién cruzada
eran recipientes de cristal que estaban rellenos de 80 ml de KOH 10%, pero no contenian
estdmagos y acompafiaban al resto de muestras durante todos los procesos. Los blancos
de contaminacién externa y los blancos de contaminacion cruzada acompafaban a las
muestras durante los procesos de agitacion y en la estufa. La Unica diferencia entre los
blancos de contaminacion externa y los de contaminacion cruzada era que los primeros

no eran agitados durante el procesamiento de los estdbmagos, mientras que los Gltimos si.

Filtracion de las muestras

Una vez que la digestion de los estomagos se completaba (el tiempo que tardaba esto en
suceder variaba entre las muestras), el contenido dentro del recipiente de cristal era
filtrado con una bomba de vacio (SELECTA SEL4001612), usando filtros de microfibras
de vidrio (0,7 PRAT DUMMAS 90 mm de diametro)®. Los filtros se dejaban secar a 40°C

dentro de placas de Petri en la estufa por un dia.

Visualizacion de microplasticos

Una vez secos, los filtros se visualizaban en una lupa (NIKON SMZ25) equipada con una
camara fotografica (Nikon) para localizar y tomar fotografias de los microplasticos®. Para
cada uno de los microplasticos se tomaron las medidas, forma (fibra o fragmento) y color.
Posteriormente, se usdé un software de procesamiento de imagenes (NIS-Elements D

5.21.03) para medir el tamafio de los microplasticos.

Analisis de datos

La normalidad de los conjuntos de datos fue analizada realizando una prueba Shapiro-

Wilk en el software R. Asimismo, la normalidad entre las distintas zonas fue analizada

con el programa informatico IBM SPSS. Como la distribucion de los datos era normal, se

realizé una prueba ANOV A para comprobar si habia diferencias entre las distintas zonas.
Con el software R se representd graficamente la cantidad de microplasticos

ingeridos por los individuos en cada zona, asi como la relacion entre el nimero de

microplasticos ingeridos y el indice de condicion de los individuos (K de Fulton =

100(Peso/Talla®)).
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Posteriormente, se uso el programa informéatico PRIMER para analizar la relacion
entre las diferentes variables (numero, tamafio, rangos de tamafio y color)
correspondientes a los microplasticos totales, fibras y fragmentos con el factor zona de
estudio y la covariable talla de los individuos. Para las variables nimero y tamafio se
realizaron analisis de similaridades (ANOSIM) y anélisis multivariante de permutacion
de la varianza (PERMANOVA) para el factor zona, con la idea de usar un analisis por
permutaciones, aunque fuera para una Unica variable. Con las variables rango de tamafios
y color se realizaron los mismos andlisis multivariantes. Para ver la contribucién de cada

color a cada zona de estudio se realizé un analisis del porcentaje de similitud (SIMPER).

Resultados

Individuos

Los microplasticos se encontraron en un total de 54 individuos (93%). De estos 54
individuos, en 31 (57,4%) se encontraron fragmentos de plasticos en sus estomagos y en
otros 52 (96,3%) fibras. Los resultados de la correlacion de Pearson para determinar la
relacion entre la cantidad de microplasticos ingeridos y el indice de condicion de la

caballa no mostraron una correlacion significativa (R = 0,16, p = 0,23) (Figura 4).
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Contaminacion
Los cuatro blancos que utilizamos para cuantificar la contaminacion de microplasticos
externos tenian un promedio de 7,75 = 8 microplasticos. Los resultados de la prueba

ANOVA para determinar si habia significancia entre el nimero de microplasticos que
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procedian de contaminacion externa y el namero de microplasticos ingeridos mostraron

diferencias significativas (tabla 3).

ANOVA de un factor

NUmero de microplasticos totales encontrados

Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter-grupos 99,113 1 99,113 5,153 ,027
Intra-grupos 1154,129 60 19,235
Total 1253,242 61

Por otro lado, los blancos de contaminacion cruzada tenian un promedio de 9
microplasticos. Por lo que, pudimos determinar que el error cometido a la hora de
cuantificar el numero de microplasticos ingeridos por los individuos era de + 1
microplastico (nimero de microplasticos procedentes de contaminacion cruzada —

numero de microplasticos procedentes de contaminacion externa).

Ingestion de microplasticos

El promedio de microplasticos ingeridos por los 54 individuos que presentaban
microplasticos fue de 5,90 + 3,85 microplasticos. Esta cifra (nGmero de microplasticos
corregidos) se obtuvo después de restar el nimero de microplasticos procedentes de
contaminacion externa al nimero de microplasticos encontrados en cada individuo. El
namero minimo de microplasticos encontrados fue de 1, mientras que el nimero maximo
de microplasticos ingeridos fue de 18. Tras realizar la prueba ANOVA, se determind que
no habia diferencias significativas entre las distintas zonas (p > 0,05). EI nimero medio
de microplasticos por individuo en cada una de las zonas fue: Zona 1 = 5,27, Zona 2 =
6,27, Zona 3 = 6,00 y Zona 4 = 6,00. La mediana (figura 5) para cada una de las zonas
fue: Zona 1 = 4 microplasticos, Zona 2 = 6 microplasticos, Zona 3 = 4,5 microplasticos y
Zona 4 = 5 microplasticos. Los tipos de microplasticos ingeridos mas frecuentes se

muestran en las figuras 6-10.
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Figura 5: grafico boxplot que muestra las diferencias entre el nimero de micropléasticos ingeridos corregido para
los individuos de cada zona. Las cajas muestran los valores entre el percentil 25 y el 75, la barra representa la
mediana, los bigotes representan el error estandar y los puntos representan los outliers.

Figura 6-10: fotos de algunos de los microplésticos ingeridos encontrados.
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Microplasticos

Se contabiliz6 un total de 747 microplasticos, de los cuales 686 (91,83%) eran fibras y 61
(8,17%) fragmentos. La longitud promedio de los 747 microplasticos (fibras y
fragmentos) fue de 937,05 + 884,96 um. El analisis PERMANOVA sobre la longitud de
los microplésticos analizados utilizando la talla de los peces como covariable no mostro
diferencias significativas ni para la covariable (Pseudo-F = 0,46517, p = 0,7152) ni para
el factor zona de estudio (Pseudo-F = 1,1148, p = 0,352) en la que se encontraban los

peces muestreados.

Colores segun zonas

Mazul Mnegro MRojo Transparente M Otro

Los colores mas frecuentes de los microplasticos encontrados en los contenidos
estomacales fueron el negro (34%), seguido del azul (27%), transparente (20%) y rojo
(14%). En menor medida se encontraron otros colores como el verde o el parpura. El
analisis PERMANOVA sobre las frecuencias de los colores de los microplasticos
analizados utilizando la talla de los peces como covariable no mostro diferencias

significativas para la covariable pero si entre las zonas de estudio (tabla 4).

Colores de microplasticos

Variables df Pseudo-F p Permutaciones
Covariable 1 0,037826 0,9961 9952

(Talla)

Zona 3 2,4878 0,0112 9930

Residuos 54

Total 58
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Para comprender entre que zonas habia diferencias en el color de los
microplasticos (figura 11) realizamos un anélisis PERMANOVA por pares, encontrando
diferencias significativas entre los pares zona 1-zona 4 (p = 0,0096), zona 2-zona 3 (p =
0,0255) y zona 2-zona 4 (p = 0,0092).

El andlisis SIMPER indic6 que los colores que mas contribuian a las diferencias
entre la zona 1 y la zona 4 fueron el transparente (25,19%), el azul (23,92%) y el rojo
(25,31%). Los colores que més contribuian a las diferencias de la zona 2 con la zona 3
fueron el negro (33,36%), el azul (15,34%) y el transparente (35,80%,). Los colores que
mas contribuian a las diferencias de la zona 2 con la zona 4 también fueron el negro
(33,92%), el azul (26,24%) y el transparente (27,06%).

Fibras

De los 747 microplasticos analizados, 686 (91,83%) eran fibras. El analisis
PERMANOVA sobre el nimero de fibras ingeridas utilizando la talla de los peces como
covariable no mostro diferencias significativas ni para la covariable ni para el factor zona

de estudio en la que se encontraban los peces muestreados (tabla 5).

Numero de fibras

Variables df Pseudo-F p Permutaciones
Covariable 1 0,078919 0,7782 9826

(Talla)

Zona 3 0,17649 0,9105 9944

Residuos 54

Total 58

Las fibras tenian una longitud promedio de 993,94 + 863,58 um, siendo la longitud
minima registrada de 31,58 um y la maxima de 4846,77 um. El resultado del analisis
PERMANOVA sobre la longitud de las fibras utilizando la talla de los peces como
covariable no mostr6 diferencias significativas ni para la covariable (Pseudo-F =
0,88804, p = 0,3419) ni para la zona de estudio (Pseudo-F = 0,9077, p = 0,4365).
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Fragmentos

De los 747 microplasticos analizados, 61 (8,17%) eran fragmentos. En cuanto a los
fragmentos, el analisis PERMANOVA sobre el nimero de fragmentos ingeridos usando
la talla de los peces como variable no mostrd diferencias significativas ni para la

covariable ni para la zona de estudio (tabla 6).

Numero de fragmentos

Variables df Pseudo-F p Permutaciones
Covariable 1 0,034247 0,8545 9838

(Talla)

Zona 3 0,5486 0,663 9958

Residuos 54

Total 58

Los fragmentos encontrados tenian una longitud promedio de 130,81 + 103,33
pum, siendo la longitud minima registrada de 30,13 pum y la maxima de 618,81 um. El
resultado del analisis ANOSIM (r = -0,002) revel6 que no habia diferencias significativas
entre la longitud de los fragmentos ingeridos segun las distintas zonas ni la talla de los
individuos. En este caso, no se realizd un analisis PERMANOVA, ya gue sin tener en
cuenta los outliers, el tamafio de los fragmentos es homogéneo y el nimero de fragmentos
encontrados era bajo, por lo que el analisis ANOSIM nos aporta suficiente informacion.
Ademas, debido a estos outliers, los resultados del analisis PERMANOVA no parecian

veraces.

Discusion
La ingestion de microplasticos es un fendmeno que ha sido y esta siendo estudiado en
todo el mundo y que cambia segun la especie de estudio, dependiendo de su habitat,
habitos alimenticios, caracteristicas y la abundancia de los microplasticos en el medio.
Por ello, aunque existen varios estudios sobre la ingestion de microplasticos (tabla 7) en
caballa, este es el primer estudio que se ha realizado en el golfo de Cadiz.

Ademas, en este tipo de estudio, la metodologia usada es muy importante, ya que
la cantidad de microplasticos puede variar segun el método utilizado. La cuantificacion
de microplasticos presentes en el tracto digestivo o en el estbmago se puede realizar

directamente visualizandolos bajo la lupa (no digestion) o realizando una digestion




Localizacion N° Especie Incidencia MPs/Individuo Color Tipo Metodologia Referencia
Océano Atlantico, Islas 120 Scomber colias 78% 2,77 Azul 74% Fibras Contenido tracto digestivo, KOH 41
Canarias 10%
Océano Atléntico, 82 Trachurus trachurus 67% 2,24 Azul 79% Fibras Contenido junto a tracto 42
costa portuguesa 82 Scomber colias 67% 2,62 digestivo, KOH 10%
Mar Mediterraneo, 63 Scomber colias 22,2% 0,71 Negro 64% Fibras No digestion 43
costa espafiola
Mar Adriatico 20 Chelon auratus 95% 9,5 N/A 97% Fibras Contenido estémago e intestino, 44
20 Solea solea 100% 7,3 H202
Estuario del Mondego, 40 Diplodus vulgaris 73% 3,14 Azul 96% Fibras Contenido tracto digestivo, KOH 45
Portugal 10%
Mar Mediterraneo, 105 Sardina pilchardus 15% 0,21 N/A 83% Fibras No digestion 46
costa espafiola 105 Engraulis encrasicolus 14% 0,18
Oceéno Atlantico, 24 Scyliorhinus canicula 20,8% 1,20 Negro 71% Fibras Contenido estomacal, NaOH 47
Golfo de Cadiz 12 Merluccius merluccius 20,8% 1,20 10%
Mar Mediterraneo, 379 Boops boops 56% 1,8 Negro 87% Fibras Contenido junto a tracto 48
costa italiana digestivo, H202 15%
Océano Atlantico, 118 Scomber spp. 27% N/A N/A N/A No digestion 49
costa marroqui 82 Sardina pilchardus 9%
51 Trachurus trachurus 30%
Océano Atlantico, 35 Scomber japonicus 31% 0,57 N/A Fibras (no No digestion 50
costa portuguesa 13 Scomber scombrus 31% 0,46 porcentaje)
Océano Atlantico, 225 Especies pelagicas 38% 1,90 Negro 68% Fibras No digestion 51
canal de la Mancha 279 Especies demersales 35% 1,90
Mar Cantabrico, costa 262 Sardina pilchardus 87% 1,77 Transparente 88% Fibras Contenido junto a estomago, 39
espafiola 237 Engraulis encrasicolus 87% 1,92 KOH 10%
Océano Atlantico, 58 Scomber colias 93% 5,90 Negro 92% Fibras Contenido junto a estémago, Estudio
Golfo de cadiz KOH 10% presente




utilizando un disolvente, como pueden ser el KOH 10% o el H20», para eliminar la
materia organica y solo quedarnos con los microplasticos. Comparando la metodologia
utilizada entre los diferentes estudios, podemos observar que aquellos estudios que no
digirieron los estdmagos tuvieron un bajo porcentaje de incidencia (nimero de individuos
que presentaban microplasticos) y el nimero de microplasticos encontrado era bajo. En
cambio, cuando si se realizaba digestion, la incidencia (superior al 70%) y la cantidad de
microplasticos encontrados aumentaba. Estas diferencias se podrian deber a la cantidad
de materia orgénica que hay cuando se visualizan los estbmagos sin digestion previa para
el conteo, ya que esta materia organica dificultaria la contabilizacion, llevando a una
subestimacion del nimero real de microplasticos ingestados. A pesar de que realizar la
digestion nos da una mayor certeza a la hora de cuantificar los microplasticos, este método
también podria llevar a una sobrestimacion, pues hay una mayor facilidad de que se de
contaminacion externa debida a un mayor tiempo de exposicion de las muestras. Aunque
esta contaminacion externa es facil de evitar llevando a cabo las medidas de prevencion
adecuadas en el laboratorio, y se puede cuantificar con blancos para contaminacion
externa.

También puede haber una pérdida de microplasticos en los individuos capturados
en el campo, ya que muchas especias regurgitan o defecan cuando son sometidos a
condiciones de estrés, movimientos bruscos o especificaciones fisiologicas o
comportamentales de la especie durante la pesca de los individuos*°. Esto afectaria a todos
los estudios realizados, porque esta subestimacion es independiente a la metodologia
usada en el laboratorio, aunque se podria evitar en algunas ocasiones si las capturas de
los organismos son mas cuidadosas, lo que estresaria al animal lo menos posible*.

Cuando se ha realizado una digestion, es oportuno saber si se ha hecho del
contenido de todo el tracto digestivo o solo del contenido del estbmago. Asimismo, si se
incluyo el tracto digestivo o el estbmago también en la digestion. El uso de todo el tracto
digestivo nos puede dar una mayor informacion sobre el nimero de microplasticos
ingerido que solo si se usara el estdmago, ya que en el es6fago y en el intestino también
se pueden quedar retenidos los microplasticos. Igualmente, al usar solo el contenido
estomacal y no incluir ninguna de las visceras en la digestion se puede incurrir en una
subestimacion debida a que algunos microplasticos se queden retenidos en las paredes de
estos 6rganos.

En nuestro estudio realizamos una digestion KOH 10% del contenido estomacal

junto al estdbmago. Si comparamos el estudio podemos observar que la incidencia y la
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cantidad de microplasticos ingeridos son superiores al resto de estudios en el que se
realiz el mismo protocolo. El porcentaje de individuos que presentaban microplasticos
en sus estdbmagos era comparable al de otros estudios realizados en zonas con las mismas
caracteristicas geogréaficas. Por ejemplo, un estudio en el estuario del rio Mondego
(Portugal) reveld que el 73% de individuos de Diplodus vulgaris (sargo) presentaban
microplasticos®, estudio en el que solo se analizo el contenido estomacal que habia en el
tracto digestivo. También, otro estudio en el mar Adriatico demostré que el 95% de
individuos de Chelon auratus (lisa dorada) habian ingerido de media 9,5 microplasticos
y el 100% de individuos de Solea solea (lenguado) presentaban una media de 7,3
microplasticos ingeridos*, estudio en el que se analizd el contenido de todo el tracto
digestivo y el propio tracto digestivo. No se han observado diferencias en la ingestion de
microplasticos entre especies pelagicas y bentonicas®?.

Ademas, los 5,9 microplasticos de media es un valor similar al registrado en mares
cerrados como el mar Adriatico* o en puertos como el de Sidney®? o Sudafrica®®. Al igual
que el golfo de Cadiz, los estudios mencionados se realizaron en lugares bajo mucha
actividad antropogénica como puertos, estuarios o mares cerrados, donde la acumulacion
de microplasticos ocurre con facilidad®. No solo esto, sino que los microplasticos mas
abundantes en este estudio, fibras negras y azules, eran similares a los que mas se
producen por la industria del plastico y los que mas encontramos en el medio marino®,
lo cual se explica con la hipdtesis de que en estuarios es mas probable encontrar
contaminacion por fibras microplasticas que en mar abierto debido al transporte fluvial®®,
y precisamente el Golfo de Cadiz tiene varios estuarios importantes. Estas fibras también
podrian tener su origen en las plantas de tratamiento de agua residuales® (de las cuales
encontramos varias a lo largo del cauce de los rios Guadalquivir, Odel, Tinto y Guadiana)
y de fuentes como la ropa, contenedores plasticos, etc... que pueden ser transportada hasta
los rios por el aire® o por aguas subterraneas®®. En un estudio realizado a lo largo del golfo
de Cadiz se determind que hay un gradiente de densidad en la distribucién de los
microplasticos que se dirigen desde los estuarios del rio Guadalquivir y del rio Guadiana
hasta mar abierto®. Este gradiente entre zona costera y mar abierto no se podria
determinar porque la captura a lo largo del lance no diferencia la distancia a costa. Sin
embargo, cuando se analizan las diferencias entre las cuatro zonas de estudio tampoco
encontramos diferencias, a pesar de que en el estuario del rio Guadalquivir y Guadiana
encontramos una mayor concentracion de microplasticos®’, y por ello hubiera sido

esperable encontrar un mayor contenido de microplasticos en los individuos de caballa




Trabajo de Fin de Grado Gabriel Rivas Mena

capturados en las zonas que estan bajo la influencia de estos rios.

Los microplasticos que encontramos en el medio estaran biodisponibles para los
diversos organismos que habitan en el golfo de Cédiz. Los resultados de nuestro estudio
determinaron que los individuos no tenian preferencia por ningln tipo, tamafio o color de
microplasticos especifico y que la talla del individuo no afectaba al contenido y el tamafio
de los mismos. Esto nos lleva a pensar que la ingestion de microplasticos se realiza de
forma directa al confundirlos por posibles presas o indirectamente al consumir
organismos que contienen microplasticos®®®. Ademas, el rango de tamafio de los
microplasticos encontrados (30um - 5000um) se solapa con el rango de tamafio de
algunas de las presas de especies pelagicas como la caballa®, y que forma parte del
zooplancton, en concreto copépodos, apendicularios y misidaceos®. También se ha
comprobado que los fragmentos, al ser normalmente de menor tamafo que las fibras,
tienen la capacidad de pasar por todo el tracto digestivo y ser liberados por las heces®?,
por ello su incidencia en muchos casos es menor que la de las fibras.

En los individuos estudiados, la talla o el peso de los individuos no se encontraban
afectados por la cantidad de microplasticos ingeridos. A pesar de que no se ha
comprobado que la ingestion de microplasticos afecte a variables morfoldgicas como la
talla o el peso®2%3, si se conoce sus efectos en la fisiologia del pez!181°, La presencia de
microplasticos en el tracto digestivo puede causar alteraciones en la funcionalidad
histopatoldgica debido a su toxicidad, bloguear el tracto digestivo, provocar una falsa
sensacion de saciedad® lo que conlleva a un menor consumo de presas Y lesiones en el
estomago que pueden llegar a causar la muerte del individuo®. En un estudio sobre como
afectaban fisiologicamente los microplasticos a la caballa®, se observo presencia de estos
en las branquias, el tracto digestivo y en los muasculos. Aungue en este estudio solo se
estudid la presencia de microplasticos en el estdmago de la caballa, hay evidencias de que
su presencia en branquias puede conducir a hipoxia, lesiones en las branquias, rotura de
los filamentos de las branquias y la muerte®. La ingestion directa de microplasticos de
tamafios menores a 150um puede llevar a la translocacion de estos a los rifiones, higado
y a los musculos. Se han observado microplasticos de grandes tamafios en el musculo de
la caballa®®, aunque se desconoce el mecanismo por el que se produce esta internalizacion.
En otras especies de peces se han demostrado cambios fisioldégicos debidos a
microplasticos como pueden ser malfuncionamiento del sistema endocrino, reduccion de
la respuesta inmune, esterilidad o cancer debido a la inflamacion de los tejidos®.

El alto namero de microplasticos ingeridos puede deberse a algunas caracteristicas




Trabajo de Fin de Grado Gabriel Rivas Mena

ecoldgicas como al tiempo que pasa en aguas cercanas a la costa o al comportamiento
alimenticio, ademas de a algunas caracteristicas fisioldgicas propias de la caballa®®. Este
tiempo que pasa mas cercano a la costa, podria explicar la ingestion de microplasticos de
colores diferentes al negro y al azul®, ya que en estas zonas hay una mayor variedad de
microplasticos de origen antropogénico. La ingestion de fibras microplasticas de color
azul y negro suele ser la mas frecuente debido a su confusion con presas®®. Ademas, la
ingestion se puede dar de forma indirecta al consumir otras presas, de forma que los
microplasticos se bioacumularian en la cadena tréfica®®. En el ecosistema pelagico del
golfo de Cadiz®® encontramos presas de la caballa como el zooplancton, sardinas,
boquerones e, incluso, el fitoplancton®* 7 % En muchos de estos organismos se ha
reportado la ingestion de microplasticos®*464%® que podrian terminar siendo ingeridos
de forma indirecta por la caballa. Asimismo, durante el procesamiento de los estomagos
se observo que habia habido ingestion de algunas presas, en su mayoria peces como
boquerones, aunque la mayoria no se pudieron identificar. Tampoco se pudo comprobar
si estas presas contenian microplasticos en su interior. A diferencia de la bioacumulacion,
la biomagnificacion no ha sido claramente observada para los microplasticos.

De producirse esta bioacumulacion, el consumo de especies comerciales como la
caballa podria ser un riesgo para la salud humana. La caballa es una de las especies
comerciales mas consumidas debido a su abundancia y bajos precios™. Aunque
tradicionalmente el tracto digestivo no es consumido, existe una gran preocupacion por
los potenciales riesgos para humanos asociados a la transferencia de contaminantes
quimicos presentes en microplasticos, a través de dietas que contengan pescado’®. Se
estima que el consumo de 300 g de especies como la caballa a la semana por un humano
adulto, resultaria en una ingestion media de 16 microplasticos/semana o 842
microplasticos/afio’?. Este dato difiere seguin el pais, la edad de la persona o los habitos
alimenticios, por lo que, en paises como Espafia o Portugal con un alto consumo de
pescado, estos niveles podrian ser mayores. Ademas, el pescado no seria el tnico alimento
en el que se han encontrado microplasticos (miel, sal, azlcar)’>">7* durante la
preparacion de la comida y su consumo’®, por contaminacion ambiental como puede ser
la procedente de la ropa’’ o neumaticos’®. Ya existen estudios que demuestran la
presencia de microplasticos en diferentes 6rganos humanos (intestinos, placentas o en la
sangre)?22324 Algunos estudios indican que la exposicion a microplasticos podria causar

inflamaciones de algunos tejidos que podrian derivar en cancer y un aumento en la
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incidencia de enfermedades neurodegenerativas y en trastornos inmunitarios?, aunque

aun quedan por hacer estudios mas profundos sobre sus efectos.

Conclusién

La ingestion de microplasticos en caballa se da de forma directa por confusion con alguna
de sus presas naturales y de forma indirecta por consumo de presas que contengan
microplasticos en su interior, ya que no hay ninguna preferencia de estas por alguna de
las caracteristicas propias de los microplasticos.

Esto nos lleva a pensar que el consumo de microplasticos dependera
principalmente de los microplasticos disponibles en el medio. Por lo tanto, los
microplasticos seran accesibles a otras especies comerciales aparte de la caballa y se
podran bioacumular en la cadena trofica suponiendo un riesgo para la salud humana.

Debido al alto consumo de microplasticos en las caballas, podemos estimar que la
contaminacién por microplasticos del golfo de Cadiz es notable en comparacion con otros
estudios similares, con un valor medio registrado de 5,9 microplasticos ingeridos por
individuo.

No se identifican diferencias en las cantidades de microplasticos en los individuo
de caballa analizados entre las diferentes zonas analizadas, ni hay un efecto del tamafio

de la caballa en la cantidad de fibras y particulas ingeridas, asi como en el color de estas.
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