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ABSTRACT
Effect of temperature and microplastic concentration on the filtration rate
of the mussel Semimytilus algosus (Myiloida: Mytilidae)

Introduction: The presence of microplastics (MPs, particles smaller than 5 mm) and the increase in tempera-
ture in the oceans, have been generating disturbances in marine life, which can be related to alterations in the
metabolism of filter-feeders, such as Mythilids.

Objective: The effect of different temperatures and concentrations of MPs on the filtration rate (TF) of
Semimytilus algosus is evaluated.

Methods: A sample of organisms (N = 72) was exposed to four temperatures (17, 20, 23 and 26 °C), and a con-
trol without microplastics (MPs) and two concentrations of MPs (< 125 um) of 0.125 mg/l (MPs,) and 0.250
mg/l (MPs,), all in combination with Isochrysis galbana microalgae (1x10° cells/ml/day) for 21 days.

Results: As the concentration of MPs increased, the TF of S. algosus decreased. Regarding temperature, during
day 7 a higher TF was observed at 23 °C in all treatments, and during days 14 and 21 the lowest TF values were
obtained at 23 and 26 °C. The joint action of the increase in temperature and MPs, negatively affected the TF of
S. algosus, where both factors caused the decrease in TF for all evaluation times. No mortality was recorded at
17 °C for any treatment, and in the case of mytylids exposed to MPs, at 20 °C and 26 °C, the highest mortality
(67 %) occurred.

Conclusions: The study demonstrates the adverse effect of the increase in temperature and MPs on the TF of
S. algosus.

Key words: marine mussel; metabolism; polyethylene terephthalate; plastic; global warming.

La elaboracion de plastico a nivel global
es de 300 millones de toneladas al afio, donde
aproximadamente el 50 % es eliminado al
medio ambiente (Manchala & Ramana, 2020).
La acumulaciéon de estos residuos, cerca de
los rios, facilita el transporte del plastico a
otros cuerpos de agua, lo que permite que se

depositen en los océanos (Horton et al., 2017).
La contaminacion por plasticos es una proble-
matica que afecta el estado de los habitats mari-
nos y su composicion biologica (Avio et al.,
2017). El fraccionamiento natural y artificial de
los plasticos ha dado como resultado particulas
solidas llamadas microplasticos (MPs, < S5Smm)
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(GESAMP, 2015), como producto de procesos
fisicos causados por la radiacion ultravioleta
(UV), abrasion e interaccion con las corrientes
oceanicas (MPs secundarios) (Frias & Nash,
2019). Ademas, los MPs se originan por la
fabricacion de productos de cuidado personal
(usados como exfoliantes), y la aplicacion en
procesos de granallado y relleno de algunos
productos textiles (MPs primarios) (GESAMP,
2015). La presencia de MPs, se ha reportado en
playas (De-la-Torre et al., 2020), sedimentos
(Courtene-Jones et al., 2020), aguas superfi-
ciales (Li et al., 2020) y organismos marinos
(Walkinshaw et al., 2020); es a partir de aqui
que los estudios han evidenciado que los MPs
generan efectos perjudiciales sobre procesos
fisioloégicos como alimentacion, reproduccion
y crecimiento (Botterell et al., 2019).

Los moluscos bivalvos adquieren alimento
y energia de su entorno a través de la filtroali-
mentacion, con la captura de particulas de redu-
cido tamafio (microseston), lo cual los hace
buenos indicadores del efecto de los MPs sobre
ecosistemas acuaticos (Rosa et al., 2018). Es
asi, como diversos trabajos, han demostrado las
consecuencias negativas de los MPs en molus-
cos, donde se ha reportado malformaciones en
el crecimiento para Mytilus edulis (Rist et al.,
2019), alteraciones en la demanda de alimento
y eficiencia de absorcion de Crassostrea gigas
(Sussarellu et al. 2016), ¢ incremento en la tasa
de respiracion en Ostrea edulis (Green, 2016).

El cambio climatico se ha convertido en
uno de los topicos mas relevantes de los ulti-
mos afios, debido a la influencia que ejerce en
el incremento de la temperatura de los océanos
segun la Organizacion Meteoroldgica Mundial
(World Meteorological Organization, 2019).
Esto ha generado la alteracion de la sensibili-
dad en la tolerancia térmica de los organismos
marinos, especialmente de especies con nichos
ecologicos conservados a nivel local (Bennett
et al., 2019), como es el caso de los invertebra-
dos (Gonzalez et al., 2014). Se pueden apreciar
los efectos del incremento de la temperatura,
por ejemplo, en Musculista senhousia y Lim-
noperna fortunei, con perturbaciones de sus
tasas de filtracion (TF) (Inoue & Yamamuro,
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2000; Sylvester et al., 2005); mientras que, en
Mytilus edulis, se ha reportado el incremento
de la mortalidad post-desove por temperaturas
elevadas (Clements et al., 2018).

El efecto combinado de temperatura y
MPs ha sido estudiado en invertebrados acua-
ticos, como: Daphnia magna, donde se vio
afectada negativamente su supervivencia y
capacidad de filtracion (Serra et al., 2020), y
Gammarus pulex que presento alteraciones de
la tasa de respiracion (Kratina et al., 2019).
Dentro de este escenario, los organismos sési-
les como los bivalvos podrian ser afectados
por el efecto conjunto del incremento de tem-
peratura y la contaminacién por MPs, oca-
sionando alteraciones metabolicas como las
reportadas en Mytilus trossulus y Crassostrea
gigas (Lenz, 2016).

Dentro de la lista de bivalvos del Peru se
encuentran Semimytilus algosus (Paredes et al.,
2016) formando parte de los ecosistemas coste-
ros rocosos (Paredes et al., 1999). Este organis-
mo se encuentra posicionado y agrupado en el
intermareal, respecto a sus adaptaciones fisio-
logicas (Brante et al., 2019), formando frondas
calcareas que son el refugio de otras especies
(Paredes et al., 1999). Ademas, es parte de la
trasferencia energética, los cuales constituyen
parte de la dieta de especies de interés comer-
cial como Mugil cephalus, Sciaena deliciosa
y Paralonchurus peruanus (Fernandez, 2014;
Gutiérrez-Diaz, 2017; Pérez-Carrasco, 2017).
Larecolecta local de este organismo se debe a su
musculatura, y es utilizada como carnada para
la pesca artesanal (Molinet et al., 2007). Por lo
tanto, la funcion ecoldgica y comercial estan
sustentadas por densidades predominantes que
logran formarse en espacios representativos en
el litoral marino, los cuales estan expuestos a
cualquier tipo de contaminacioén costero como
la de los MPs y exposiciones térmicas extremas
(Alfaro-Mudarra et al., 2016; Tejada-Pérez et
al., 2018). En este contexto, el presente estudio
tuvo como objetivo evaluar el efecto de dife-
rentes temperaturas y concentraciones de MPs
sobre la TF de Semimytilus algosus.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion y aclimatacion de organis-
mos: Los ejemplares de S. algosus (72 indivi-
duos, 40.5 £ 1.15 mm) fueron recolectados de la
orilla rocosa (submareal) de la playa San Barto-
lo (balneario) el 15 de julio del 2019 en la esta-
cion de invierno (Lima, Peru) (12°23°22.48”
S & 76°46°57.44 W). Los organismos fueron
transportados en envases plasticos de 20 1
conteniendo agua de mar al Laboratorio de
Larvicultura Experimental de la Universidad
Cientifica del Sur, donde se acondicionaron
por 7 dias (Filgueira et al., 2009) con aireacion
constante y condiciones de agua de mar de 18
+ | °Cy 35 ppm de salinidad (Pinochet et al.,
2018). Los organismos fueron alimentados con
la microalga Isochrysis galbana (1x10° cel/ml/
dia), siguiendo el protocolo de Pinochet et al.
(2018) durante la aclimatacioén y experimenta-
cion. Previo al experimento, los individuos de
S. algosus se aclimataron a las cuatro tempe-
raturas (17, 20, 23 y 26 °C), considerando las
estimaciones térmicas del Grupo Interguberna-
mental de Expertos sobre el Cambio Climatico
(IPCC, 2014; IPCC, 2018) e Instituto del Mar
del Pert (2017). Se tomo un dia para el acon-
dicionamiento a 17 °C, mientras que para las
otras temperaturas se aumentd 1 °C por dia,
durante 8 dias (Filgueira et al., 2009).

Preparacion de los microplasticos
(MPs): Los MPs se obtuvieron frotando una
lija metalica (# 150) sobre botellas nuevas de
tereftalato de polietileno (PET) (esto se indi-
caba en la base de la botella) (Erni-Cassola
et al., 2017). El trabajo se desarrollé en un
ambiente separado, dentro de una caja cubierta
con un envoltorio plastico que solo permitia
el ingreso de las manos para lijar las botellas.
En la base, se ubic6 una placa Petri de 150
mm, con papel aluminio y sobre este un tamiz
metalico de 125 um para obtener particulas
menores a esta medida (Munno et al., 2017).
Unicamente se trabajé con la placa Petri cerra-
da, la cual fue llevada con el material tamizado
a una balanza analitica, donde se separ6 con
un pincel y se peso cada concentracion de MPs
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en placas Petri de 100 mm con papel aluminio
respectivamente. Este procedimiento se repitio
hasta conseguir las cantidades necesarias para
el recambio de particulas. Previamente a cada
recambio se separaron envases con agua para
cada temperatura para evitar el estrés térmico
en los organismos. Ademas, con el fin de evi-
tar la contaminacion de las particulas a otras
unidades experimentales, durante el proceso
de obtencion de las particulas y exposicion de
estas mismas, las unidades experimentales sin
MPs se mantuvieron cerradas, Gnicamente se
hizo un agujero para el ingreso del conducto
de aireacion. Por otro lado, para asegurar la
exposicion y suspension de los MPs se mantu-
vo la manguera de aireacion hasta el fondo de
los vasos de vidrio (500 ml de capacidad); con
ello, las particulas se mantuvieron en constante
resuspension en la columna de agua. Esto de
defini6 a partir de la densidad del MPs PET de
1.38 mg/l, la cual es mayor a la densidad del
agua de mar (1.025 mg/l)

Diseiio experimental: Los ejemplares
fueron colocados en unidades experimentales
de vidrio de 0.5 1, y se expusieron por 21 dias
a dos concentraciones de MPs en combinacion
con la microalga I. galbana (1x10° cel/ml/dia).
Los tratamientos fueron: Un control, MPs,, =
1. galbana sin MPs, concentracion 1, MPs, =
I. galbana y 0.125 mg/l de MPs, y concen-
tracion 2, MPs, = 1. galbana y 0.250 mg/l de
MPs, para cada una de las cuatro temperaturas
experimentales (17, 20, 23 y 26 °C) (Fig. 1).
Las concentraciones de MPs fueron tomadas
a partir de la densidad de particulas plasticas
descrita para las islas de basura en el Océano
Pacifico (Goldstein et al., 2013; Elias, 2015).
Ademas, se realizd la renovacion de agua y
particulas de MPs tres veces por semana, con
la finalidad de mantener limpia el agua de mar
y concentraciones de MPs (Bréte et al., 2018).

Tasa de Filtracion (TF): Para determinar
variaciones de la capacidad de filtracion de S.
algosus por efecto del incremento de tempera-
tura 'y MPs, se evalud la TF cada 7 dias durante
1 hora (Behle, 1972). Primero, los mitilidos se
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Periodo de (21 dias >—>->)

Periodo de (14 dias =)
Periodo de (7 dias =)

Duracion del
experimento

Concentracion
de
microplasticos

MPs, = 0.250 mg/L [->—> Concentracién doble]
MPs, =0.125 mg/L [-> Concentracion sencilla]

MPs; = 0.000 mg/L [Sin MPs -Blanco, testigo o control-]

17°C 20°C

Gradiente térmico

23°C 26°C

Fig. 1. Diseno experimental. Se indica a la temperatura en grados centigrados °C, tres concentraciones de microplasticos
(MPs) y los dias de toma de muestras como periodos de evaluacion.
Fig. 1. Experimental design. The temperature in degrees centigrade °C, three concentrations of microplastics (MPs) and the

days of sampling are indicated as evaluation periods.

trasladaron a unidades experimentales de 0.5 |
con aireacion constante, seglin las temperaturas
por tratamiento, y se mantuvieron sin alimento
por 24 horas previo a la evaluacion de TF.
Luego, se estimo6 la TF utilizando la microalga
I galbana (1x10° cel/ml). Para evaluar la TF se
aplico la formula de Jorgensen (1996):

TF = V * (LogCi — LogCf) / (0.434 * T)

Donde: TF es la Tasa de Filtracion (mL/ind/h),
Ci es la concentracion de microalga inicial, Cf
es la concentracion de microalga final, 0.434
es el valor de logaritmo de e y T es el tiempo
en horas (h).

Mortalidad (%): Luego de 21 dias de
exposicion a las diferentes temperaturas y
concentraciones de MPs, se determino la mor-
talidad dividiendo el numero de organismos
muertos al final del experimento entre el niume-
ro inicial de organismos (Freitas et al., 2019).

Analisis estadistico: Los analisis esta-
disticos se realizaron utilizando el progra-
ma estadistico IBM SPSS version 25.0 para
Windows. En el analisis de prerrequisitos, se
comprobo la normalidad (test de Shapiro Wilk)

y homocedasticidad (test de Levene) para los
datos de la TF (mL/ind/h). A partir de satis-
facer estas condiciones, se empled la prueba
de ANOVA III (de tres vias) para demostrar
diferencias significativas (o < 0.05) del efecto
separado y conjunto de ambos factores (tempe-
ratura y MPs) y el tiempo, ademas de la prueba
de Tukey para las comparaciones multiples
por tratamiento para la TF (ml/ind/h) en el
tiempo (dias).

RESULTADOS

Alos 21 dias de experimentacion, se deter-
miné que la presencia de MPs ocasion¢ varia-
ciones en la TF de S. algosus (F =244.36, g.1. =
2, P <0.05). Esto se evidencio para individuos
del tratamiento MPs, (Media = 10.76 + 3.86
ml/ind/h) y MPs, (Media = 7.67 + 3.19 ml/
ind/h), donde ambas TF fueron inferiores al tes-
tigo sin MPs (Media = 14.81 + 4.57 ml/ind/h)
(P < 0.05). Durante el dia 7 de evaluacion, la
menor TF fue para MPs, (Media = 10.75 +
2.29 ml/ind/h) frente al testigo, MPs, (Media =
18.31 £ 2.98 ml/ind/h) (P < 0.05). Esta reduc-
cion de la TF para MPs, continu6 para el dia 14
(Media=5.62 +2.18 ml/ind/h) y dia 21 (Media
= 6.38 = 2.18 ml/ind/h) (Fig. 2).
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Fig. 2. Valores promedio de la Tasa de Filtracion (+ desviacion estandar, N = 6) para S. algosus, bajo el efecto de cuatro
temperaturas (17 °C, 20 °C, 23 °C y 26 °C), evaluado contra el Testigo (MPs;, = 0.00 mg/l) y dos concentraciones de
MPs (MPs,= 0.125 mg/l y MPs, = 0.250 mg/l) y después de 7, 14 y 21 dias de experimentacion. Letras distintas indican

diferencias significativas (P < 0.05).

Fig. 2. Average values of the Filtration Rate (+ standard deviation, N = 6) for S. algosus, under the effect of four temperatures
(17°C,20°C, 23 ° Cand 26 ° C), evaluated against the Control (MP’s; = 0.00 mg/l) and two concentrations of MPs (MPs,
= 0.125 mg/l and MPs, = 0.250 mg/l) and after 7, 14 and 21 days of experimentation. Different letters indicate significant

differences (P < 0.05).

El incremento de temperatura redujo la TF
de los bivalvos (ANOVA, P < 0.05), asimismo,
se observaron diferencias significativas para
todas las temperaturas (F = 61.69, g.l. = 3,
P < 0.05). La TF de los organismos presentd
variaciones a lo largo del estudio, donde los
primeros 7 dias de evaluacion la TF fue menor
a 20 °C (Media = 12 + 2.48 ml/ind/h) que a 23
°C (Media = 18.00 £+ 4.00 ml/ind/h). Durante
las evaluaciones de los dias 14 y 21, se observo
una reduccion continua de la TF de 20 a 23
°C, donde los menores valores fueron para los
individuos sometidos a 26 °C (Fig. 2)

El efecto combinado de temperatura y MPs
afecto la TF de S. algosus (F=37.45,g.1.=6,P
< 0.05). Se evidenci6 que a mayor temperatura
(de 20 a 26 °C) y aumento de la concentracion
de MPs se reduce la TF (Fig. 2). Al finalizar
el experimento, no se observo mortalidad para
ningun tratamiento a 17 °C, mientras que la

menor mortalidad en los individuos mantenidos
sin MPs a 23 °C, y la mayor cantidad de muer-
tos sucedio en los tratamientos sin y con MPs a
26 °C, y MPs, a 20 °C. (Tabla 1).

DISCUSION

El presente estudio demostré que la pre-
sencia de MPs de PET (< 125 um), a diferentes
concentraciones (0.125 y 0.250 mg/l), redujo
la TF de S. algosus. Esto también se evidencio
en otros bivalvos, donde el incremento en la
concentracion de MPs (fibras de PET de 500
pum, de 3 a 30 MP’s/l) ocasioné la disminucion
de la TF en Dreissena bugensis (Pedersen et
al., 2020); y la exposicion de fibras de PET
(500 pum, 30 MPs/ml) en M. edulis, afectd
negativamente la TF (Woods et al.,, 2018).
Estas alteraciones de la TF a causa de MPs,
podrian explicarse por procesos de deciliacion
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TABLA 1
Mortalidad (%) de S. algosus a cuatro temperaturas (17, 20, 23 y 26 °C), en el Blanco o Testigo (MPs;= 0.00 mg/L) y dos
concentraciones de MPs (MPs, = 0.125 mg/l y MPs, = 0.250 mg/1) expuesto por un periodo de 21 dias (N = 6), t = tiempo

TABLE 1
Mortality (%) of S. algosus at four temperatures (17, 20, 23 and 26 ° C), on white or witness (MPS; = 0.00 mg/I) and two
MPS concentrations (MPS, = 0.125 mg/l and MPS, = 0.250 mg/1) Exposed for a period of 21 days (N = 6), t = time

Microplasticos (MPs)

Temperatura (°C)

Mortalidad, t = 21 dias (%)

17
20
23
26

MPs,

17
20

23
26

MPs,

17
20

23
26

MPs,

0
0
17
50

0
33

33
67

¢ hipertrofia en branquias y glandula digestiva,
respectivamente, causadas por el aumento en
la concentracion de MPs (Alnajar et al., 2020).
Ademas, se puede considerar cierta retencion
de particulas de MPs durante la filtracién e
ingesta de alimento para S. algosus, dado que
se ha reportado esta situacion en bivalvos como
Ennucula tenuis y Abra nitida, las cuales retu-
vieron particulas de MPs de tamaios similares
a las utilizadas en nuestro estudio (< 125 pm),
posterior a 4 semanas de exposicion (Bour et
al., 2018). Asimismo, se debe tener presente
que los MPs se mantienen un mayor tiempo
dentro del organismo al mezclarse con el ali-
mento, como microalgas (Chae & An, 2020).
En cuanto al efecto de la temperatura,
durante la primera evaluacion (7 dias), la TF se
incremento a 23 °C, pero a 20 y 26 °C hubo una
reduccion de la TF. Esto se puede relacionar con
un proceso de aclimatacion que desarrollaron
los organismos frente a la variacion de tempe-
ratura (Widdows, 1978). Para los dias 14 y 21,
los individuos tuvieron una reduccién de la TF
a 23y 26 °C, lo cual pudo generar la reduccion
de la frecuencia de la apertura valvar, conducta
natural de sobrevivencia de los mitilidos frente

a condiciones adversas como el incremento de
la temperatura (Weber et al., 2020).

Kratina et al. (2019), consideran que la
interaccion de MPs y temperatura se presenta
de manera antagonista; sin embargo, nuestro
estudio demostré que ambos factores (0.125
mg/ly 0.250 mg/l) (17, 20, 23 y 26 °C), dentro
de los rangos limites para S. algosus, ocasiona-
ron la reduccion de la TF. Es asi como, durante
los dias 14 y 21, se observo una reduccion de
la TF por efecto de ambos factores; es posible
que el incremento de la TF, provocada por
el aumento de temperatura, haya inducido la
ingesta de MPs en los primeros dias de evalua-
cion, lo cual magnifico el efecto negativo sobre
la TF en los dias posteriores.

Por otro lado, no se evidencido mortalidad
para S. algosus en ausencia y presencia de MPs
a 17 °C, asi como para los individuos manteni-
dos como Blancos o Testigos a MPs;, para 20
°C. Sin embargo, para estos organismos Blanco
o Testigos MPs a 23 y 26 °C, se presentd una
mortalidad del 17 y 50 %, respectivamente.
Esto se podria relacionar con el rango de
tolerancia térmica, donde Lenz et al. (2018)
reportaron mortalidades del 70 % a 28 °C para
S. algosus. Ademas, las alteraciones originadas
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por el aumento de temperatura y la presencia
de MPs, pueden ocasionar una menor ingesta
de alimento, lo que lleva a los organismos a un
estado de inanicion (Rist et al., 2016), que se
relaciona con las altas mortalidades reportadas
para MPs, a 26 °C y MPs, para 20 °C.

Finalmente, el estudio demuestra que el
incremento de la temperatura y la exposicion a
MPs, ocasiona una reduccion de la TF, y genera
mortalidad para S. algosus, que puede variar
segun el tiempo de exposicion o evaluacion.
Esta situacion puede ocasionar modificaciones
en los ecosistemas marino-costeros, debido a
que los bivalvos controlan el crecimiento de las
poblaciones planctonicas y las concentraciones
de microparticulas, a través del mecanismo de
filtracion (Marroni, 2019), y pueden transmitir
los MPs a otros niveles de la cadena trofica, por
la interrelacion con sus depredadores (Farrell &
Nelson 2013; Li et al., 2019).
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su autoria; que no hay conflicto de interés de
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RESUMEN

Introduccion: La presencia de microplasticos (MPs, parti-
culas menores a 5 mm) y el incremento de la temperatura
en los océanos, vienen generando perturbaciones en la vida
marina, que se pueden relacionar con alteraciones en el
metabolismo de organismos filtradores, como los mitilidos.
Objetivo: Se evalia el efecto de diferentes temperaturas y
concentraciones de MPs sobre la tasa de filtracion (TF) de
Semimytilus algosus.
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Métodos: Una muestra de organismos (N = 72) fue expues-
ta a cuatro temperaturas (17, 20, 23 y 26 °C), y un testigo
sin microplasticos (MPs;) y dos concentraciones de MPs
(< 125 pm) de 0.125 mg/l (MPs,) y 0.250 mg/l (MPs,),
todos en combinacion con la microalga Isochrysis galbana
(1x10° cel/ml/dia) por 21 dias.

Resultados: A medida que aumento la concentracion de
MPs, se redujo la TF de S. algosus. Respecto a la tempera-
tura, durante el dia 7 se observo una mayor TF a 23 °C en
todos los tratamientos, y para los dias 14 y 21 se obtuvieron
los menores valores de TF a 23 y 26 °C. La accién conjunta
del incremento de temperatura y MPs, afectd negativamen-
te la TF de S. algosus, donde ambos factores ocasionaron el
descenso de la TF para todos los tiempos de evaluacion. No
se registro mortalidad a 17 °C para ningun tratamiento, y en
el caso de mitilidos expuestos a MPs, y temperaturas de 20
y 26 °C se present6 la mayor mortalidad (67 %).
Conclusiones: El estudio demuestra el efecto adverso
del incremento de temperatura y MPs sobre la TF de S.
algosus.

Palabras clave: mejillon marino; metabolismo; tereftalato
de polietileno; plastico; calentamiento global.
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