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RESUMEN

Los microplasticos son polimeros cuyo tamano va desde los 0,01 hasta los 5mm y que
se han detectado en diferentes ecosistemas. Se distribuyen por él ingresando a la
trama trofica, afectando de forma negativa la salud de organismos, incluyendo a
mamiferos marinos. Los cuales, por sus caracteristicas, se han convertido en modelo
de estudio e indicadores de la salud ecosistémica

Otaria byronia es un pinnipedo ampliamente distribuido en Chile. Se caracteriza
porque posee alta interaccidon con la pesca y acuicultura y en el cual ya se ha reportado
consumo de microplasticos. Sin embargo, hay pocos estudios sobre cédmo factores
ambientales o tréficos podrian influir en la dindamica de estos contaminantes.

Con el objetivo de evaluar la relacion entre la dieta de O. byronia y la ingesta de
contaminantes, se tomaron 72 muestras durante tres estaciones (otofio e invierno 2022
y verano 2023) desde la colonia “Islas Cullintos”. Estas fueron analizadas en busqueda
de microplasticos y ocurrencia de presas de importancia pesquera. A través de
digestion con hidréxido de potasio (KOH) se aislaron e identificaron los microplasticos y
la ocurrencia de presas se realiz6 a través de la identificacién de restos duros.

Se identificaron particulas del tipo fibra (94,95%) y fragmentos (5,95%). La mayor
parte de los microplasticos era de color azul (34,52%) y negro (26,19%). El nimero de
microplasticos (NP) promedio fue de 1,44 + 1,39 particulas por gramo mientras que la
dieta se encontraba predominada por teledésteos, decapodos, asteroideos vy
cefalépodos.

Los resultados son concordantes con estudios previos sobre la presencia de
microplasticos en pinnipedos, siendo importante considerar la contaminacion externa en
las muestras. Aunque se observé una menor prevalencia en verano (56,65%) que en
invierno (75,00%), no se encontraron diferencias significativas entre estaciones
(p-value=0,4097) ni relacion entre la ocurrencia presas y NP (p-value>0,05).

Se recomienda el analisis quimico de los microplasticos mediante FTIR para
futuras investigaciones mientras que la potencial transferencia tréfica de microplasticos
en lobos marinos evidencia la necesidad de evaluar la contaminacién en presas
pesqueras y su posible impacto en la salud ambiental, destacando la utilidad del lobo
marino comun como biomonitor de contaminacion.

Palabras clave: Lobo marino comun, Microplasticos, Transferencia trofica



ABSTRACT

Microplastics are polymers ranging from 0.01 to 5 mm in size and have been detected
across various ecosystems. They disperse within the ecosystem, entering the food web
and negatively impacting the health of organisms, including marine mammals, which
have become key models for studying and monitoring ecosystem health.

Otaria byronia is a pinniped widely distributed in Chile, characterized by its high
interaction with fisheries and aquaculture, and has already been reported to ingest
microplastics. However, there are few studies on how environmental or trophic factors
may influence the dynamics of these contaminants.

To assess the relationship between the diet of O. byronia and contaminant
ingestion, 72 samples were collected during three seasons (fall and winter 2022 and
summer 2023) from the “Islas Cullintos” colony. These were analyzed for microplastics
and the occurrence of prey of fishing importance. Microplastics were isolated and
identified through digestion with potassium hydroxide (KOH), and prey occurrence was
determined by identifying hard remains.

Fiber particles (94.95%) and fragments (5.95%) were identified. Most
microplastics were blue (34.52%) and black (26.19%). The average number of
microplastics (NP) was 1.44 £ 1.39 particles per gram, while the diet was dominated by
teleosts, decapods, asteroids, and cephalopods.

The results align with previous studies on the presence of microplastics in
pinnipeds, highlighting the importance of considering external contamination in samples.
Although a lower prevalence was observed in summer (56.65%) than in winter (75.00%),
no significant differences were found between seasons (p-value=0.4097) nor any
relationship between prey occurrence and NP (p-value>0.05).

Chemical analysis of microplastics using FTIR is recommended for future
research, while the potential trophic transfer of microplastics in sea lions underscores
the need to assess contamination in fishing prey and its possible environmental health
impact, highlighting the utility of the South American sea lion as a biomonitor of
contamination.

Keywords: South American sea lion, Microplastics, Trophic transfer



1. INTRODUCCION

1.1 Microplasticos y su presencia en el ecosistema

Los microplasticos son polimeros sintéticos cuyo tamafio va desde los 0,01 hasta los 5
mm, pudiendo ser clasificados segun su forma (fragmentos y filamentos), origen
(primarios, si fueron manufacturados de este tamafo, y secundarios, si son remanentes
de plasticos mas grandes) y color (Estahbanati y Fahrenfeld, 2016; Lusher et al., 2020,
Rillig, et al., 2012). Se diferencian de los nanoplasticos principalmente porque estos
poseen un tamano inferior a 100 nm (Jambeck et al., 2015; Shen et al., 2019). La
presencia de microplasticos se ha registrado tanto a nivel ambiental (Castillo, 2020;
Castillo et al. 2020, De la Torre et al., 2020; Jorquera et al., 2021, Pozo et al., 2020)
como en componentes bioticos, desde el zooplancton hasta mamiferos marinos (Bessa
et al., 2018, 2019; Carlsson et al., 2021; Le Guen et al., 2020; Ory et al., 2018; Pozo et
al., 2019; Zhu et al., 2019).

El ingreso de contaminantes al medio marino se produce principalmente a partir de
actividades terrestres y maritimas como el drenaje de desechos industriales,
domésticos y desde plantas de tratamientos de aguas (Alomar et al., 2016; Auta et al.,
2017; Lee et al., 2014; Murphy et al., 2016). Tal como los procesos oceanograficos
permiten la circulacién de nutrientes y estructura de los ecosistemas marinos (Ludwig et
al., 2009; Lukyanova et al., 2015; Setéla et al., 2018), estudios sugieren que estos
procesos afectan la distribuciéon de los contaminantes en el ecosistema y organismos
(Abou Samra et al., 2021; Desforges et al., 2014; Prasad y Anuprakash, 2016).



1.2 Presencia de microplasticos en mamiferos marinos

Los mamiferos marinos son un grupo de animales de diferentes 6rdenes taxonémicos
que se han adaptado evolutivamente a la vida en el mar y que surgieron hace
aproximadamente 50 millones de afios (Thewissen et al., 2009). Entre estos podemos
encontrar mustélidos (Mustelidae), los cetaceos (Cetacea), los sirénidos (Sirenidae),
algunos ursidos (Ursidae) y los pinnipedos. En este ultimo se incluyen a los otaridos
(Otariidae), fécidos (Phocidae) y odobénidos (Odobenidae) (Jefferson et al, 2008). El
grupo de los pinnipedos, se caracteriza principalmente por estar adaptados para vivir en
tierra y en mar y muchas veces desarrollarse cerca de comunidades humanas
(Denkinger et al., 2015; Ebmer et al., 2020; Heath y Perrin, 2008; Schlatter, 1976).

El lobo marino comun (Otaria byronia'), es un pinnipedo que se distribuye en toda
la costa chilena (Figura 1) (Crespo et al., 2021; Huckstadt et al., 2016) y en el que ya se
ha reportado el consumo de microplasticos (Ayala et al., 2021; Perez-Venegas et al.,
2020). Interactia a nivel ecolégico y operacional con la pesca (Ramos et al., 2020;
Reyes et al., 2013; Sepulveda et al., 2007), existiendo registros de presas de interés
pesquero en su dieta, como son la merluza (Merluccius gayi) o la sardina (Strangomera
bentincki), entre otros, (Aguayo y Maturana, 1973; Hickstadt et al., 2007; Mufoz et al,
2013, Neira et al., 2021). Investigaciones recientes también han registrado la presencia

de microplasticos en los tractos digestivos de estos peces (Pozo et al., 2019).

Los microplasticos se encuentran biodisponibles para los mamiferos marinos a
través de la alimentacion (Zantis et al., 2021), de manera directa al ingerir particulas en
suspension (Germanov et al.,, 2018) o de manera indirecta (transferencia tréfica) a
través de sus presas (Burkhardt-holm y N'Guyen, 2019; Nelms et al, 2019a; Smiroldo et
al., 2019; Santillan et al., 2020; Moore et al., 2022). Siendo esta ultima via la mas

importante en la ingesta de microplasticos (Zantis et al., 2022), existiendo correlacion

Nota al pie de pagina
' 0. byronia es el nombre aceptado por el Comité taxonémico de mamiferos marinos (Committee on
Taxonomy, 2023) pero autores sudamericanos insisten en el uso de O. flavescens como nombre correcto.
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positiva entre el consumo de presas y la concentracidn de microplasticos en heces
(Nelms et al. 2019a)

Debido al solapamiento de habitat e interacciones que existen entre mamiferos
marinos y poblaciones humanas, estudiar la presencia, dinamica y efectos de
contaminantes en estos animales permite aproximarnos sobre como estos procesos
podrian suceder en humanos (Alimba y Faggio, 2019; Bossart, 2011; Ross, 2000). Ya
que la transferencia tréfica es la principal via descrita en humanos para el consumo de
microplasticos y otros contaminantes (Van Cauwenberghe y Janssen, 2014; Smith et al.,
2018).

Figura 1. Distribucion de Otaria byronia
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1800)” por E.A. Crespo, L.R. de Oliveiray M. Sepulveda, 2021. En: Heckel, G. y Schramm, Y. (eds) Ecology
and Conservation of Pinnipeds in Latin America, p.96 (https://doi.org/10.1007/978-3-030-63177-2 6).
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1.3 Microplasticos y su impacto en la salud animal

El consumo de microplasticos se asocia a efectos nocivos en organismos por su
capacidad de absorber y transportar contaminantes (Castillo, 2020; Koelmans et al.,
2016, 2021; Liao y Yang, 2020; Selvam et al., 2021) influyendo en el sistema inmune y
endocrino (Carbery et al., 2018; Guzzetti et al., 2018; Smith et al., 2018), reduciendo su
tasa de supervivencia (Mason et al., 2022). Esto genera también efectos citotéxicos y
genotdxicos en humanos y otros vertebrados (Cobanoglu et al., 2021; Hwang et al.,
2019; Salimi et al., 2022).

En animales, el consumo de microplasticos y su interaccion con la biota intestinal,
se asocia a efectos negativos como: alteraciones del metabolismo hepatico, disfuncién
de la barrera intestinal, pérdida de peso, integracion de nutrientes alterada, reduccion
del rendimiento digestivo y alteraciones reproductivas (Huang et al., 2020; Jin et al.,
2018,2019; Ju et al., 2019; Lu et al., 2018; Wang et al., 2021a; Zhu et al., 2018a,2018b).

Fossi et al. (2016) sugieren la existencia efectos téxicos en ballena fin
(Balaenoptera physalus) al encontrar altos niveles de contaminantes asociados a
polucién plastica en la columna de agua y en la capa de grasa de estos animales,
causando estrés oxidativo y disrupciéon endocrina en los animales; también descrito por
Mancia et al. (2021). Por otro lado, Pefiin et al. (2018), describen supresién in vitro de la
actividad de células Natural Killer (NK) de lobo marino californiano (Zalophus
californianus), donde ya se han relacionado los microplasticos con alta prevalencia de

carcinoma en poblaciones silvestres (Randhawa et al. 2015; Ylitalo et al. 2005).

En general, se sugiere una mayor susceptibilidad a agentes infecciosos producto
de la supresion del sistema inmune (Desforges et al., 2016; Numberger, et al., 2021;
Ross, 2002). Asi mismo, en cetaceos varados y cuya muerte se debié a causas
infecciosas, se han encontrado mayores cantidades de microplasticos en su tracto
digestivo que en aquellos que vararon por cuadros no infecciosos (Nelms et al., 2019b;
Numberger et al., 2021). Existen algunos reportes de la ingesta de microplasticos por

mamiferos marinos en Peru y Argentina (Ayala et al, 2021; Denuncio et al., 2011,2017;
6



Santillan et al., 2020), en Chile hay pocos estudios al respecto (Pérez-Venegas et al.,
2018,2020) y ninguno hace alusion a sus efectos en la salud animal ni a su relacién con

el consumo de presas.
1.4 Justificacion y planteamiento del problema

La dinamica de los microplasticos, asi como sus efectos ambientales y en seres vivos
es objeto de estudio constante y se han vuelto una problematica internacional (Kramm y
Vélker, 2018; Li, 2022; Xiang et al., 2022). Estudiar la presencia y efectos en modelos
animales que se caracterice por ser excelentes indicadores de la salud oceanica e
interactuar frecuentemente con poblaciones humanas (Evans et al., 2014), podria dar

directrices de los posibles efectos en la salud de los seres humanos (Fossi et al., 2020).

Otaria byronia posee una larga data de interaccion vinculada a las comunidades
humanas costeras, ya sea a través de la caza por su piel y carne o por la interaccion
con la pesca y acuicultura (Sepulveda et al., 2007), ademas de compartir recursos
alimentarios y variar su dieta en el tiempo (Zenteno et al., 2015), se vuelve un
candidato ideal para el estudio de contaminantes (Bossart, 2011; Moore, 2008). Pese a
esto, no hay mayor informacién sobre coémo los cambios ambientales afectan la
biodisponibilidad de microplasticos ni cobmo la ubicacion de las colonias, el uso de
habitat y la seleccion de presas puede influir en la ingesta de éstos (Nelms et al, 2019a;
Pérez-Venegas et al., 2018,2019; Zantis et al., 2021).

Por otro lado, existen cambios en la disponibilidad de microplasticos en el
ambiente durante diferentes estaciones del afio (Sa et al., 2022) y que O. byronia se
alimenta de presas en las cuales se ha identificado la presencia de estos contaminantes
(Salamanca et al., 2019). Por lo cual, y considerando los antecedentes previamente
planteados, es importante realizar estudios que nos permitan determinar como el
consumo de microplasticos varia en diferentes estaciones del afio y como la preferencia
de presas influiria en la ingesta de contaminantes en estos animales, teniendo en
cuenta que, al compartir recursos y habitat, podrian ser un reflejo de un proceso que

pudiera ocurrir de manera similar en humanos.



2. HIPOTESIS

2.1 Hipétesis 1 (H,)

La ocurrencia de microplasticos en las heces de lobos marinos pertenecientes a
la colonia ‘Islas Cullintos’” en la Region del Biobio varia durante las diferentes

estaciones del ano.

2.2 Hipétesis 2 (H,)

Existe una correlacién positiva entre el consumo de presas de interés pesquero y
la cantidad de microplasticos encontrados en las heces de lobos marinos

pertenecientes a la colonia ‘Islas Cullintos’ en la Region del Biobio.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

e FEvaluar la ocurrencia estacional de microplasticos encontrados en heces de
lobos marinos pertenecientes a la colonia “Islas Cullintos” de la region del Biobio

y su relacién con el consumo de presas de interés pesquero.

3.2 Objetivos especificos

e Comparar el numero de microplasticos en heces de lobos marinos provenientes
de la colonia “Islas Cullintos” de la Regién del Biobio durante diferentes
estaciones del afo.

e Determinar la ocurrencia y contribucion numérica de presas de interés pesquero
en heces de lobos marinos pertenecientes a la colonia “Islas Cullintos” de la
region del Biobio en diferentes estaciones del afio.

e Evaluar la asociacién entre la ocurrencia y contribucion numérica de las presas y
la cantidad de microplasticos encontradas en las diferentes estaciones del afio

en lobos pertenecientes a la colonia “Islas Cullintos” de la region del Biobio.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Area de estudio

El area de estudio se situa en el extremo norte del Golfo de Arauco, en la colonia de
lobo marino comun (O. byronia) “Islas Cullintos” (36°47'12.4”S 73°13’09.5”0, Figura 2)
(Oliva et al., 2019; Sepulveda et al., 2011). Esta colonia esta compuesta por alrededor
de 1571 animales que se alimentan de presas de interés pesquero (Neira et al., 2021,
Oliva et al., 2019) y en las cuales se han reportado la presencia de microplasticos y

contaminantes asociados (Pozo et al., 2019; Salamanca et al., 2019).

Esta colonia se encuentra ubicada 1,65 km al sur de Caleta Chome y 6,2 km al
norte de la desembocadura del rio Biobio, dentro del area de influencia de éste (Iriarte
et al. 2012; Masotti et al., 2018; Saldias et al., 2012). El rio es un afluente potencial de
contaminacién en la zona (Gémez et al., 2021; Rech et al.,, 2014) y sus descargas
influyen las condiciones biogeoquimicas e hidrograficas en el area (Direccion General
de Aguas, 2004; Iriarte et al., 2012; Saldias et al., 2012) y en su cauce se registra la
presencia ocasional de lobo marino comun (A. Cisterna-Concha, comunicacién

personal, febrero de 2022).

En esta zona ocurren eventos oceanograficos como la surgencia costera
estacional (Caceres y Arcos, 1991; Escribano et al., 2004; Figueroa y Mofatt, 2000) que
propician la variabilidad en las condiciones oceanograficas del area (Sobarzo et al.,
2007) e influyen en la estructura de las comunidades marinas y en la ocurrencia y
distribucion de contaminantes en el ecosistema (Hernandez et al., 2021; Ruiz-Villarreal
et al., 2006, Vargas et al., 2020).
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Figura 2. Ubicacion de la colonia en la Regién del Biobio.
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4.2 Tamafo muestral

El numero de muestras para cada estacion fue determinado de acuerdo a la férmula
destinada a la estimacién de un parametro en una poblacién infinita de acuerdo a la

siguiente formula:
n= Z1-a2pq/D2

Donde n es tamafo de la poblacién, Z es el nivel de confianza (0.95), D es la

precision (0,2), z1. s 1,96, p es el nivel de éxito (0,5) y g es igual 1 - p.
Finalmente se obtuvo que:
n=1,962%(0,5)*(0,5)/(0,2)*
n=24,01
n=24
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Por lo cual, se necesitaron 24 muestras en cada estacion para que el muestreo

sea representativo.

4.3 Toma y almacenado de muestras

Con el objetivo de analizar la cantidad de microplasticos y dieta se recolectaron 72
muestras fecales de O. byronia la recoleccion de las heces se realiz6 a través del
Permiso de Pesca de Investigacion otorgado a través de la Resolucion Exenta N°
E-2022-189 (Anexo |) de la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura (SUBPESCA). Estas
fueron tomadas por personal del Centro de Estudios de Mastozoologia Marina (CEMM)
en tres temporadas, otofio e invierno 2022 y verano 2023. Producto de las condiciones

climaticas no fue posible muestrear en primavera 2022.

El ingreso a la colonia y la obtencién de muestras se hizo entre las 08:00 y 10:00
am, en las que se describe menor actividad terrestre para ésta especie (Sepulveda et
al., 2001;2012). Para el muestreo se replicd el método utilizado por Ayala et al. (2021) y
Pérez-Venegas et al. (2018, 2020), el cual consiste en recolectar las heces con una
espatula metalica envolviéndolas en papel de aluminio y trasladarlas en un cooler hasta
las dependencias del CEMM donde fueron guardadas en frascos de vidrios rotulados

con su debida identificacion y congeladas a -6 °C hasta su analisis.

Aunque no hay una estandarizacion respecto al volumen y/o masa de las
muestras debido a su caracter variable, se recolect6 el volumen maximo posible de
cada una de las heces aplicando los siguientes criterios de exclusion para la toma de
muestras:

eDeben tener aspecto integro, sin estar dafiadas por condiciones ambientales.

eDeben ser frescas, muestras secas no fueron colectadas.

el as muestras fueron colectadas cuando sus caracteristicas fisicas son diferentes

o se encuentren a mas de 10 m de distancia entre ellas.

La masa de las muestras varié de 13,20 a 343,90 g (97,81 £ 57,52 en promedio) y

se homogeneizaron por agitacién para reducir la variacién intramuestral (Parnell et al.,
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2015) y obtener una muestra uniforme en sus componentes. Se pesaron y se separé

una submuestra para analisis de microplasticos y analisis de presas.
4.4 Disefio experimental y analisis de las muestras
4.4.1 Digestion quimica y analisis de los microplasticos

Para el analisis muestras se utilizé el protocolo de la digestién quimica con hidréxido de
potasio (KOH), ya que es el método mas adecuado para el analisis de microplasticos
producto de su bajo costo, accesibilidad, seguridad, sencillez del proceso y la
resistencia del plastico a la corrosién (Dehaut et al,. 2016; Rochman et al., 2015).
Siguiendo las indicaciones de Foekema et al. (2013) y Lusher y Hernandez-Millan
(2018), se desarroll6 un protocolo (Anexo Il, Figura 5), similar a los utilizados por otros
autores para la extraccibn de microplasticos en heces de mamiferos marinos
(Garcia-Garin et al., 2020; Pérez-Venegas et al., 2018,2020; Zantis et al., 2021).

= 54

3d

Figura 3. Esquema de la digestion.

Durante el procedimiento, cada submuestra (11,28 + 3,13 g en promedio, Tabla 1)
se digirié en frascos Schott Duran ® de 250 ml a 40°C a agitacién constante durante 7 a
13 dias segun las caracteristicas de la muestra (viscosidad, densidad, etc). La digestion
se realizé en una solucién de hidroxido de potasio (KOH) al 20% en un volumen de
20ml/g de muestra en el Laboratorio del Centro Bahia Lomas de la Universidad Santo
Tomas, Concepcidn. Luego, alicuotas de muestra homogénea se filtraron con filtros de
fibra de vidrio (47 mm @ y poros de 1.5 ym) y se secaron en una placa Petri por tres

dias a 15 °C, para su posterior analisis con un microscopio estereoscopico (Celestron®
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Labs S10-60) para la busqueda e identificacion de los microplasticos. El volumen
filtrado varioé en funcién de la saturaciéon de cada filtro con un de promedio 7,40 + 1,60
ml (Tabla 1).

Tabla 1: Caracteristicas de las muestras filtradas en cada estacion.

Estacién Masa total (g) Masa digerida (g) Volumen filtrado (ml)
Otoiio 2022 123,12 + 44.02 11,73 +1,53 7,79£1.93
Invierno 2022 59,71 + 34,69 10,85 +5.09 7,13+ 1,60
Verano 2023 110,59 + 68,70 11,26 £1,29 7,30+1,14
Total 97,81 +57,52 11,28 £3,13 7,40 £ 1,60

Una particula se determiné como potencial microplastico si cumplia con los tres criterios
establecidos por Norén (2007):
e No existen estructuras organicas o celulares visibles.
e Sila particula es una fibra, debe tener un grosor igual en todo su largo y tener la
capacidad de doblarse en 3 dimensiones (no ser completamente rectas)

e Coloracion clara y homogénea

La clasificaciéon de los microplasticos se realizé en base a la frecuencia relativa
porcentual segun forma y color. La cantidad total de microplasticos (mp) se estimé a
partir de aquellos identificados en la alicuota y extrapolados al total de la muestra (D.
Pérez-Venegas, comunicacién personal, marzo de 2024). Finalmente, la cuantificacion
del numero de microplasticos por gramo de muestra (NP) en cada muestra se calculd

de acuerdo a la siguiente ecuacién:
NP = mp /Mt

Donde NP corresponde al nimero microplasticos por gramo de muestra (g™"), mp
corresponde a la cantidad de microplasticos estimados y Mt a la masa total de la
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muestra (g). Los datos obtenidos fueron registrados en una planilla (Anexo Ill) para su

posterior analisis.

Todos los procedimientos de preparado, filtrado y observacion de las muestras se
realizaron al interior de una campana microbiolégica con filtro de aire (Biobase ® 11231
BBC86) para evitar riesgos microbiolégicos y la contaminacion por microplasticos
externos. Todos los elementos de vidrios (frascos Schott Duran ® y placas Petri) fueron
lavados con agua destilada filtrada, alcohol etilico al 96% y agua destilada filtrada

nuevamente previo a Su uso.

Adicionalmente, por cada 10 muestras tamizadas, 5 ml de una muestra blanca de
KOH fue tamizada para determinar la contaminacion estandar del tamiz, de manera
similar a lo descrito por Pérez-Venegas et al. (2018). Entre las muestras control (n=8)
sélo fue posible encontrar una particula por lo cual no se considerd la contaminaciéon
estandar de los filtros para el calculo de NP. El listado y cantidad de materiales se

encuentran detallados en el Anexo IV.

4.4.2 Ocurrencia y contribucion numérica de presas de interés pesquero.

Para el analisis de dieta se utilizé la metodologia descrita por Neira et al. (2021) que
consiste en el tamizado de las muestras a través de un tamiz de acero inoxidable con
poros de 1 mm para separar restos duros de presas (otolitos, exoesqueletos,
mandibulas, etc). Producto de la falta de restos duros o el estado de estos, en muchas
muestras no fue posible identificar hasta el nivel de especie. Pese a lo anterior, se
identificaron hasta el nivel taxonémico mas bajo posible a través de los manuales y
guias de identificacion taxonémicas (Cousseau y Cotrina, 1980; Falabella et al, 1995;
Miranda, 1965; Torres et al., 2000). Tras lo cual, segun lo indicado por Pacheco (2021),
se calculé la ocurrencia porcentual para cada estacion de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

%0 = (n/NT) x 100
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Donde n corresponde al numero de heces con un item de presa determinadoy NT
al numero total de muestras fecales analizados. Los datos obtenidos en la identificacion

de presas fueron registrados en una planilla (Anexo V) para su posterior analisis
4.6 Aspectos bioéticos y legales

Actualmente, O. byronia se encuentra protegido en Chile a través del Decreto Exento
N° folio 20210004 y se solicitd un permiso de pesca de investigacién otorgado por la
SUBPESCA para realizar pesca de investigacion con muestras biolégicas de este
pinnipedo. En diciembre de 2022 también se solicité aprobacién del Comité Institucional
de Etica en Cuidado y Uso de Animales en Investigacion (CECUA) de la Universidad

San Sebastian a través de un formulario desarrollado por dicho comité (Anexo VI)
4.7 Tipo de estudio

Esta memoria de titulo se configura como una investigacién descriptiva y
correlacional de naturaleza cuantitativa y longitudinal. Se empled un enfoque descriptivo
para caracterizar la ocurrencia estacional de microplasticos en heces de lobos marinos
de la colonia "Islas Cullintos" en la Region del Biobio, asi como para clasificar los
microplasticos segun sus caracteristicas fisicas y analizar el numero de estos en

diferentes estaciones del afio.

Ademas, se aplicoé un enfoque correlacional para determinar la relacion entre el
consumo de presas de interés pesquero y la cantidad de microplasticos encontrados en
las heces de los lobos marinos, buscando contribuir a la comprensién de los mamiferos

marinos como biomonitores.
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5. RESULTADOS

5.1 Generalidades de los microplasticos

Se encontraron potenciales microplasticos en el 68,06% de todas las muestras
analizadas (otofio, invierno y verano). Estos fueron principalmente del tipo fibras
(94,05%) y fragmentos (5,95%) (Figura 4a), mientras que en cuanto a los colores, la
mayor parte es de color azul (34,52%), seguidas por negro (26,19%), rojo (23,81%) y
finalmente blanco (15,48%) (Figura 4b).

Figura 4. Generalidades de los microplasticos.

a Tipo de microplasticos Colores de las particulas b
100,00% 40,00%

75,00% 30,00%
50,00% 20,00%

25,00% 10,00%

0,00% 0,00%
Fragmentos Fibras Azul Negro Rojo Blanco

La figura (a) corresponde a la distribucién de los microplasticos de acuerdo a su forma mientras que la

figura (b) corresponde a la distribuciéon de las particulas de acuerdo a su color.
5.2 Ocurrencia estacional de microplasticos

En otofio de 2022 se registré un NP promedio de 1,63 £ 1,69 g™, en invierno de 2022 el
NP promedio fue de 1,60 + 1,31 g'y en verano de 2023 se registré un NP promedio de
1,08 + 1,08 g”'. Posteriormente se realizd una prueba de Shapiro-Wilk (R Studio versién

para determinar si estos datos seguian una distribucién normal (Tabla 2).
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Tabla 2: Prueba de Shapiro-Wilk para el NP en cada estacion.

Estacion NP (g?) p-value Distribucién normal
Otofio 2022 1,63 +£1,69 0,00132 No
Invierno 2022 1,60+1,31 0,02273 No
Verano 2023 1,08 +£1,08 0,00249 No
Total 1,44+1,39

Los datos obtenidos de la prueba de Shapiro-Wilk sugieren que los datos no siguen una distribucién

(p-value < 0,05).

Dado que los datos de NP para cada estacién no seguian una distribucién normal
(p-value<0,05) se realiz6 una comparativa a través del test de Kruskal-Wallis, la cual
sugirié que no existe una diferencia significativa entre el NP de cada estacién (p-value =
0,4097) (Figura 5).
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Figura 5: Cantidad de NP por estacion.

NP por estacion

NP (particulas/gramo)

Otofio 2022 Invierno 2022 Verano 2023
Estacion

La prueba de Kruskal-Wallis sugiere que aunque existan diferencias en los grupos, esta no es

estadisticamente significativa entre estaciones (p-value = 0,4097)
5.3 Ocurrencia y contribucién numérica de presas.

La identificacién de los diferentes items presa para las tres estaciones, en la
mayoria de los casos solo fue posible hasta clase y orden, con una alta predominancia
de teledsteos (Teleostei), decapodos (Decapoda), asteroideos (Asteroidea) y

cefalépodos (Cephalopoda) (Tabla 3).
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Tabla 3: Presas identificadas y su ocurrencia porcentual.

Presa Otofo 2022 Invierno 2022 Verano 2023 Total
Clase Teleostei 100,00% 79,17% 100,00% 93,06%
Merluccius gayi - 8,33% - 2,78%
Hippoglossus macrops - 4,17% - 1,39%
Orden Decapoda 41,67% 70,83% 54,17% 55,56%
Clase Asteroidea 25,00% 8,33% 29,17% 20,83%
Clase Cephalopoda 4,17% 4,17% 12,50% 6,94%

La ocurrencia de presas se encuentra dominada por peces de la clase Teleostei en todas las estaciones,

siendo posible identificar en algunos merluza comun (M. gayi) y lenguado (Hippoglossus macrops). El

orden Decapoda fue encontrado en todas las estaciones con una mayor prevalencia en invierno, seguido

por la clase Asteroidea y Cephalopoda.

No fue posible determinar la CN promedio durante ninguna estacion producto de la

falta de restos duros en buen estado que permitan identificar hasta el nivel de especie

ni cuantificar la contribucion numérica de cada presa.

5.4 Relacién con el consumo de presas

A partir de los datos de ocurrencia se construyeron 7 analisis de Correlacién de

Spearman considerando los 3 grupos de presas de interés pesquero (clase Teleostei,

orden Decapoda y clase Cephalopoda). No fue posible encontrar correlacion entre el

NP y la ocurrencia de presas de interés pesquero (rho = 0, p-value > 0,05) (Figura 6)
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Figura 6:
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Se puede observar que, a excepcion de los decapodos en invierno y verano, en todos los grupos y

estaciones existe una pendiente positiva (rho>0) entre la ocurrencia y nimero de particulas (NP) pero

ésta no es una correlacion estadisticamente significativa.
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6. DISCUSION

Este es el primer trabajo que evalua las variaciones estacionales y la influencia de la
dieta en el consumo de microplasticos en pinnipedos latinoamericanos. Los resultados
obtenidos indican que los microplasticos encontrados corresponden principalmente al
tipo fibra y particulas de color azul y negro, similar a lo reportado por otros estudios en
latinoamerica (Pérez-Gomez et al.,, 2024; Moreira-Mandieta et al, 2023).
Ortega-Borchardt et al (2023) sugiere que la mayor ocurrencia de fibras (principalmente
de polipropileno y polietileno) se asociaria a que éstas se encuentran en mayor
disponibilidad para las presas particularmente porque se encuentran suspendidas en la
columna de agua por su densidad, flotabilidad y resistencia a la degradacién (Chen et
al., 2024; Gago et al., 2018, Merrill et al., 2023).

Estos resultados sugieren que la diferencia en la cantidad de microplasticos
encontrados en diferentes estaciones no es estadisticamente significativa por lo cual se
rechaza la Hipotesis 1. Pese a esto, se observé un promedio mayor de particulas en
otofio/invierno de 2022 respecto a verano de 2023, situacién que podria surgir en
respuesta a variaciones ambientales estacionales que impacten en la cantidad y
distribucién de los microplasticos en la columna de agua y el ecosistema (Sa et al.,
2022; Wang et al., 2021b; Xia et al., 2021). EI aumento en la descarga del rio Biobio
durante el invierno podria asociarse a un aumento en el transporte de contaminantes,
producto del régimen pluvial de éste (Sarmiento et al., 2009; Yévenes et al., 2018) ya
que la descarga de los rios representaria un mayor aporte de basura marina que otros
procesos hidrolégicos y oceanograficos como la surgencia costera (Amenabar et al.,
2024; Kanhai et al., 2017). Gupta et al (2024) reportan una mayor cantidad de
microplasticos en un sistema estuarino durante la temporada humeda que durante la
temporada seca, asociandolo a un mayor ingreso de microplasticos terrestres al mar

producto de las lluvias y el aumento en la descarga de los rios. En general, estudios
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previos reportan que la ocurrencia de microplasticos en ecosistemas como el Golfo de
Arauco es mayor durante el invierno que durante el verano, principalmente por las
condiciones pluviales y las caracteristicas de los rios durante las estaciones humedas
(Duan et al., 2018; Li et al., 2023).

En comparacién con estudios realizados en el sur de Chile, los datos mostraron
una mayor cantidad de microplasticos por gramo de muestra que en las colonias
presentes de Chullec (42°28'16" S; 73°33'40"W) y Punta Chaiguaco (42°59'10" S;
74°15'14"W) en la Region de Los Lagos (Pérez-Venegas et al.,, 2020). No obstante,
estas colonias se encuentran en zonas geograficas muy diferentes y fueron
muestreadas s6lo durante verano, lo cual podria influir en las caracteristicas del forrajeo

y dieta de los animales y, por extensién, en la exposicion e ingesta de contaminantes.

Uno de los resultados refleja la existencia de una correlacion entre el consumo de
presas de interés pesquero, que podrian transportar microplasticos (Justino et al.,
2023), y el numero de microplasticos encontrados en las muestras, sin embargo, ésta
no fue estadisticamente significativa rechazando la Hipétesis 2. Pese a esto, el
coeficiente de Spearman entre NP y la ocurrencia de presas fue mayor en las clases
Teleostei y Cephalopoda. Esto puede ser explicado con que ambas clases ocupan un
nivel tréfico mas alto que el orden Decapoda (Du et al., 2020), ya que se ha reportado
una mayor cantidad de microplasticos en niveles troficos mas altos (Zhang et al., 2019)

pese a que existan cambios en la composicién de la dieta entre estaciones.

Es conocido que O. byronia reporta variabilidad estacional en su dieta como
respuesta a cambios en la disponibilidad de presas (Riverén et al., 2021) y conductas
de forrajeo (Guerrero et al., 2020; Seguel et al., 2022). Sarmiento-Devia et al. (2023)
reporta que, en el extremo norte de Chile, el nicho tréfico de los lobos marinos durante
invierno es mas amplio en comparacion a verano, incluyendo nuevos items presa en
diferentes estaciones. Incluso, Peters et al. (2017) reporta que especies poco selectivas
tienen mayor tendencia a consumir microplasticos y dado que O. byronia posee una

dieta de caracter generalista y oportunista se podria esperar que exista alta ingesta de
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particulas plasticas en esta especie. Sin embargo, dentro de una poblacién también
podrian existir diferencias individuales en el consumo de microplasticos producto de su
alta plasticidad tréfica y diferentes grados de especialidad intrapoblacional en su

alimentacioén (Baylis et al. 2015; Riverén et al., 2021).

En cuanto a la identificacion de microplasticos, la contaminacion por fuentes
externas se encuentra bien descrita (Woodall et al., 2015) por lo que en futuros estudios
se recomienda la toma de medidas, como las utilizadas en esta memoria y las
sugeridas por Donohue et al. (2019), para evitar la contaminacién por particulas en el
ambiente. Estas medidas incluyen el uso de campanas de flujo laminar o con filtro de
aire, eliminar el uso de elementos plasticos en cualquier etapa del muestreo y disefio
experimental, utilizar ropas fabricadas 100% con algoddn de colores poco frecuentes en
la identificacién de acuerdo al tipo de muestra utilizado y la implementaciéon de muestras
control. Ademas, es importante confirmar las naturaleza quimica de las particulas a
través de espectrometria con transformada de Fourier (FTIR) ya que permite discriminar
con exactitud si una particula corresponde o no a un microplastico y puede proveer

informacion respecto al origen de una particula (Perves et al., 2020).

Los mamiferos marinos al ser considerados un bioindicador de contaminacién
producto de su posiciéon dentro de la trama tréfica, pueden brindar informacién del
ecosistema (Polizzi et al., 2024; Szteren et al., 2023) que puede ser beneficiosa para la
salud humana, donde la transferencia tréfica de microplasticos se encuentra menos
estudiada que en mamiferos marinos. Sin embargo, Saikumar et al. (2024) sugiere, que
en ecosistemas estuarinos, los microplasticos se depositan en pescados y pueden ser
ingeridos a través de la trama tréfica por las personas, situacion reportada también en

peces pelagicos de interés comercial y pesquero (Bayhan y Uncumsaoglu, 2024).

Aunque el uso de mamiferos marinos como biomonitores ambientales y centinelas
de la salud ecosistémica se encuentra descrito (Merrill et al., 2023) en Chile se restringe
principalmente a reportes puntuales y no estudios sistematicos (Pérez-Gémez et al,

2024; Pérez-Venegas et al., 2018; Yung, 2022), se recomienda incluir nuevos analisis
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como estudios moleculares de dieta (is6topos, acidos grasos o metagendémica) y de
presas para evaluar la transferencia tréfica y potenciales riesgos para las poblaciones
humanas. Lo anterior, considerando la relacién cercana que poseen las poblaciones
humanas con O. flavescens, el alto nivel tréfico (St. George et al., 2024; Zhao et al.,
2024) y la dieta, las tendencias que presentan los mamiferos marinos en cuanto a la
ingesta de contaminantes podrian ser similares. Sin embargo para futuras
investigaciones, es necesario considerar factores ambientales y ecoldgicos en la

transferencia tréfica de contaminantes y su monitoreo en el tiempo.
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, es posible reportar que los lobos marinos
comunes (O. byronia) de la colonia “Islas Cullintos” ingieren microplasticos durante las
diferentes estaciones del afio, en mayor cantidad que colonias del sur de Chile y que su
dieta esta compuesta por presas de interés pesquero que podrian ser de importancia en

la transferencia trofica de contaminantes.

Pese a esto, no fue posible determinar que exista una diferencia significativa en el
consumo de microplasticos entre las diferentes estaciones consideradas en el estudio,
sin embargo, las caracteristicas biolégicas de la especie no permiten descartar por

completo esta situacion.

También es importante considerar que los item presas identificados son acordes
con los descritos previamente con la literatura en ésta y otras areas dentro de su
distribucion, incluyendo presas que son de interés pesquero para las sociedades
humanas y que son importantes considerar en términos de salud publica.No obstante,
al evaluar la relacién entre la cantidad de microplasticos encontradas y la composicién
de la dieta de los animales, no fue posible encontrar una relacion significativa entre las
variables, no obstante, la literatura sostiene que la transferencia tréfica es la principal

via de ingreso de contaminantes en mamiferos marinos.

Por lo anterior, los otaridos, y otros mamiferos marinos que habitan en zonas de
alto estrés ambiental, como el Golfo de Arauco y la costa del Biobio, son importantes
biomonitores de contaminantes producto de su biologia y ecologia, asi como por su

relacién con las poblaciones humanas en los ambientes donde co-existen.

A nivel nacional se vuelve necesario incorporar nuevas metodologias en el area de
la ecotoxicologia y estandarizar las técnicas ya existentes producto de las variaciones

que existen en diferentes disefios experimentales y obtener resultados facilmente
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comparables. Mientras que a nivel local se requiere aumentar los esfuerzos y recursos
dirigidos al monitoreo de contaminantes, su ocurrencia, dinamicas, efectos, influencia
de la dieta y las similitudes que puedan ocurrir en poblaciones humanas considerando
la conservacion de especies, la salud animal, la salud publica y el desarrollo de politicas

publicas en el area.

Finalmente, cabe recalcar que se did6 cumplimiento a todos los objetivos
especificos establecidos en el presente trabajo y, como se ha sefalado, de acuerdo a
los datos obtenidos ambas hipétesis planteadas son rechazadas, no existiendo
variacion estacional en el NP en lobos marinos de esta colonia ni relacién entre el

consumo de microplasticos y de presas de interés pesquero.
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10.ANEXOS

Anexo I: Autorizacion para Pesca de Investigacion otorgada por SUBPESCA.
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de la Ley General de Pesca y Acuicultura, por cuanto es una actividad extractiva
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Anexo ll: Protocolo para el analisis de microplasticos.

Pesar submuestra

2. La muestra se digiere por 7 dias a 60 °C en una solucién de KOH al 20% dentro
de frascos Schott Duran de 250 ml. El volumen utilizado sera de 20 ml/g de
muestra seca
Las muestras seran filtradas en un matraz kitasato con filtros de fibra de vidrio
El remanente sera puesto en placas Petri cerradas donde se secaran por 3 dias
a temperatura ambiente.

5. Cada placa Petri sera observada bajo el microscopio estereoscopico en busca de
particulas que cumplan con los criterios establecidos por Norén (2007).

6. La observacion debe ser contrastada con una muestra blanca (una placa petri
abierta en las cercanias del microscopio) para establecer la contaminacién
estandar del aire o realizarse dentro de una campana de flujo laminar y/o filtro de
aire.

7. Las particulas seran clasificadas en fragmentos y filamentos, ademas de su
color.

Se contabilizara el total de particulas encontradas
Se estimara aritméticamente el numero total de particulas en la muestra y se
dividira por la masa de la muestra.

10.Las placas seran guardadas en oscuridad a -6 °C para cualquier futuro analisis

que pueda ser realizado.
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Anexo lll: Planilla creada para el registro de los datos de microplasticos.
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Anexo IV: Listado de materiales utilizados.

Reactivos:

3 kg de hidréxido de potasio
5 L de alcohol etilico 96%
60 L de agua destilada filtrada

Materiales fungibles:

9 overoles desechables

100 sobres de aluminio 12x20 cm
6 rollos de papel aluminio 7,5 m
2 cintas adhesivas de papel

3 marcadores permanentes

1 boligrafo

2 caja de guantes de latex talla L

Materiales no fungibles:

Horno de cultivo (Memmert ® BE-400)
Campana microbiologica

Tamiz de acero inoxidable poro 1 mm

84 Filtros de fibra de vidrio 47mm poro 1.5 um
Bascula gramera (Beurer ® KS-19)

Espatula metalica

Microscopio estereoscopico (Celestron® Labs S10-60)
72 tubos Falcon ® de 15 ml

24 frascos Schott Duran ® de 250 ml

84 placas petri de borosilicato 60x15 mm
Cooler Coleman ® 22 litros.

Bomba de vacio

Matraz Kitasato
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Planilla utilizada para el analisis de las presas.

Anexo V
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Anexo VI: Formulario del CECUA para el uso de animales en investigacion.

PROTOCOLO DE CUIDADO Y USO DE ANIMALES
UNIVERSIDAD Comité Institucional de Etica en Cuidado y Uso de Animales, USS
SAN SEBASTIAN Version pre grado 2022

PROYECTO HUMANISTA CHISTIANG

1. PROPOSITOS Y JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

FUNDAMENTACION CIUDADANO COMUN: Sefiale de qué se trata el proyecto, indique el modelo animal y la
relevancia principal. (250 palabras)

2: DISENO DEL ESTUDIO y JUSTIFICACIONES

Tipo de animal(es)

(de laboratorio; granja; silvestre; compafiia; Otro) Eipechi )

2.1 JUSTIFICACION DEL USO DE ANIMALES Y DE LA ESPECIE SELECCIONADA Justifique por qué requiere usar
animales versus modelos alternativos y por qué requiere usar la(s) especie(s) en particular versus otras especies
(maximo 250 palabras)

2.2 DESCRIPCION DEL DISENO DEL ESTUDIO

Describa los procedimientos del proyecto y su temporalidad, para cada grupo de animales. Identificar grupos
controles y tratamientos en caso de que corresponda. Indique el n (n=nimero) de cada grupo y el n total por
objetivo. Mencione las variables que serdn cuantificadas y que seran objeto de andlisis estadistico posterior.

Incluir, en caso de que corresponda, zonas geogréficas, poblaciones, nimero de réplicas, nimero maximo de
individuos. Incluir ademas el método de captura.

> del PROTOCOLO DE CU

CAA), Pontificia Un
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