Rev. Int. Contam. Ambie. 38, 551-560, 2022
https://doi.org/10.20937/RICA.54523

EL PAPEL DEL COLOR EN LA INGESTA DE FRAGMENTOS DE MICROPLASTICO
POR EL PEZ CEBRA (Danio rerio)

The role of color in the intake of microplastic fragments by zebrafish (Danio rerio)

Juan Manuel RIOS

Laboratorio de Toxicologia Ambiental, Instituto de Medicina y Biologia Experimental de Cuyo (IMBECU),
CCT-CONICET, ZC 5500, Mendoza, Argentina.

Correo electronico: jrios@mendoza-conicet.gob.ar

(Recibido: agosto de 2021, aceptado: diciembre de 2021)

Palabras clave: evitacion, microplasticos, preferencia, peces de agua dulce.

RESUMEN

Se ha reportado la presencia de microplasticos (MP) en el contenido estomacal de peces
de agua dulce a nivel global. Sin embargo, los mecanismos subyacentes al consumo de
MP por parte de los animales acuaticos aun no estan claros. En este estudio se investigo
la pregunta fundamental de por qué los peces silvestres de agua dulce ingieren plastico.
La ingesta de MP debida a la confusion por parte de los peces con sus presas naturales,
tales como el plancton, es una hipdtesis que ha cobrado importancia tltimamente. Por
lo tanto, el color del MP podria influenciar su consumo, especialmente en depreda-
dores visuales. Con el objetivo de evaluar la ingesta de fragmentos de MP segtn el
color (rojo, verde, amarillo, blanco, negro y azul), se llevo a cabo un experimento de
opcion multiple en el laboratorio utilizando al pez cebra (Danio rerio) como modelo
de estudio. Los resultados indicaron que frente a una oferta de igual proporcion de
MP de distintos colores, el pez cebra prefirié consumir los fragmentos de color azul,
mientras que evitdé consumir los verdes y los blancos. Aunque todavia no esta claro
en qué forma se relaciona la coloracion del plastico con la selectividad y consumo en
peces de agua dulce, las habilidades visuales de los peces podrian explicar por qué
ciertos colores son atractivos para una especie de pez en particular.
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ABSTRACT

The presence of microplastics (MPs) in the stomach contents of freshwater fish has
been globally reported. However, the mechanisms underlying the consumption of MPs
by aquatic biota are still unclear. In this study, the fundamental question of why wild
freshwater fish ingest plastic was investigated. The intake of MPs due to confusion by
fish with their natural prey, such as plankton, is a hypothesis that has gained importance
lately. Therefore, the color of MPs could influence their consumption, especially in
visual predators. In order to evaluate the intake of MP fragments according to the color
(red, green, yellow, white, black and blue), a multiple-choice experiment was performed
in the laboratory using the zebrafish (Danio rerio) as test species. The results indicated
that the zebrafish preferred to ingest blue fragments, while avoiding green and white
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fragments when faced with an equitable supply of different-colored MPs. Although it
is not yet clear how the color of the plastic is related to selectivity and consumption
in freshwater fish, the visual skills of the fish could help to explain why certain colors

are attractive to a particular fish species.

INTRODUCCION

La contaminacién por plasticos juega un papel
predominante en la alteracion de los ecosistemas y
debe tomarse como una amenaza ambiental (San-
tos et al. 2021). Se estima que el crecimiento en la
produccion de plasticos de los tltimos 65 afios ha
superado a cualquier otro material fabricado (Geyer
et al. 2017), con una produccion cercana a los 359
millones de toneladas (Plastics Europe 2019). Las
predicciones futuras no son alentadoras, ya que para
el 2025 se estima que la poblacion urbana global
generara mas de seis millones de toneladas de dese-
chos sélidos diarios, lo que serd concomitante con
un aumento en la generacion de desechos plasticos
(Hoornweg et al. 2013). A pesar de la importancia
de los ambientes de agua dulce como receptores de
la contaminacidn plastica, los estudios sobre estos
ecosistemas son escasos en comparacion con los
ambientes marinos (Li et al. 2018, Bauer-Civielloa
etal. 2019, Kutralam-Muniasamy et al. 2020). Re-
cientemente, Lacerot et al. (2020) estimaron que
cerca del 87 % de las investigaciones realizadas
hasta la fecha son marinas, y s6lo el 13 % corres-
ponde a ecosistemas dulceacuicolas.

En la naturaleza, la degradacion del plastico mas
grande produce millones de particulas mas pequenas
(O’Brine y Thompson 2010) que por definicion se
denominan microplasticos (MP) cuando son menores
de 5 mm (Kutralam-Muniasamy et al. 2020). Los MP
varian en forma y origen, y a menudo son el resul-
tado de la descomposicion de los macroplasticos a
través de la degradacion ultravioleta, microbiana y
fisica (Wagner y Lambert 2018). La categorizacion
adicional incluye agrupaciones basadas en la forma
como fibras, fragmentos, peliculas, espumas y perlas.
Las fibras microplasticas provienen principalmente
de la industria textil (Wagner y Lambert 2018) y de
articulos como ropa, lineas y redes de pesca, y bolsas
plésticas (Kutralam-Muniasamy et al. 2020), siendo
el principal tipo de forma de MP que se encuentra
en el tracto gastrointestinal (TGI) de peces de agua
dulce (Dos Santos et al. 2020, Vidal et al. 2021). Los
MP fragmentados a menudo se originan a partir de
objetos de plastico que no se deshilachan en fibras
(Cole et al. 2011).

La ocurrencia de MP se ha reportado en dife-
rentes matrices tanto en ambientes marinos como
de agua dulce (Kutralam-Muniasamy et al. 2020).
Uno de los aspectos ligados a la presencia de MP en
ecosistemas acuaticos es su potencial interaccion
con la biota. Esta interaccion usualmente tiene con-
secuencias negativas, como lo demuestran estudios
realizados en animales acuaticos de todos los ni-
veles troficos, tales como peces, aves, mamiferos,
tortugas e invertebrados. Las respuestas biologicas
informadas después de la ingesta de MP incluyen
alteraciones en el comportamiento de alimenta-
cion (Mizraji et al. 2017) y la natacion (Qiang y
Cheng 2019), afectando la supervivencia (Boyero
et al. 2020) y causando lesiones y reduccion del
crecimiento (de Sa et al. 2015, 2018). Ademas,
los plasticos pueden acumular contaminantes
organicos provocando efectos toxicos adicionales
(Lozoya et al. 2016).

Estudios recientes han informado que la inges-
tion de MP por peces silvestres podria relacionarse
con la disponibilidad, el tamaiio, la formay el color
de las particulas plasticas (Dos Santos et al. 2020,
Vidal et al. 2021). La ocurrencia de MP en el TGI
de peces silvestres de agua dulce puede deberse
a la confusidon con sus presas naturales como el
plancton (Roch et al. 2020), siendo el color de los
MP un factor importante de confusion (de Sa et al.
2015). Por lo tanto, el color puede aumentar la pro-
babilidad de ingesta, especialmente en depredadores
visuales como peces y larvas de peces (Herrera et
al. 2019). Las fibras azules son los elementos de
MP mas consumidos por las especies de peces de
agua dulce (Dos Santos et al. 2020, Vidal et al.
2021), mientras que, en términos de fragmentos,
no se ha podido establecer un patron consistente en
cuanto a qué colores son los mas consumidos. Sin
embargo, los mecanismos subyacentes a la ingesta
de MP por los peces atin no estan claros. En este
sentido, en el presente estudio se plantea la hipotesis
de que el color influye en el consumo de fragmen-
tos de plastico por el pez cebra (Danio rerio). Para
abordar esta suposicion, se utilizaron como modelo
de estudio individuos adultos de pez cebra. El obje-
tivo de este trabajo fue evaluar el consumo de MP
segun el color frente a un suministro equitativo de
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fragmentos de plastico de diferentes colores (rojo,
verde, amarillo, blanco, negro y azul).

MATERIALES Y METODOS

Para estudiar si la ingesta de pequefios fragmentos
de plastico de diferentes colores esta relacionada
con algunos colores especificos, se realizd un expe-
rimento de microcosmos a pequefia escala (de aqui
en adelante: experimento de opcidon multiple) con
un pez omnivoro de agua dulce, el pez cebra (Danio
rerio). Para obtener fragmentos de MP de diferentes
colores, se recolectaron tapas de botellas de refrescos
de una popular empresa desde recicladores de plasti-
co ubicados dentro del instituto de investigacion. La
composicidon polimérica de todas las tapas de plastico
utilizadas para este estudio fue polietileno de alta
densidad (HDPE), como se muestra en el reverso de
las tapas de refresco. Las tapas se limpiaron con agua
del grifo, se separaron segun su color (rojo, verde,
amarillo, blanco, negro y azul), se enjuagaron con
agua Milli-Q, se secaron con calentamiento suave
(30-35 °C) y se trituraron con un rayador de acero
inoxidable hasta obtener pequeiias particulas. El ma-
terial particulado se tamizo6 a la fraccion de tamafio de
250a710 umy se almaceno en viales de vidrio hasta
realizar el experimento. Los detalles para la obtencion
de los fragmentos de MP utilizados en el presente
estudio se incluyen en el material suplementario.

Los individuos adultos de pez cebra (n =22, peso
promedio: 0.46 +0.02 g, longitud estandar promedio:
2.90 + 0.04 mm) utilizados en el presente estudio se
adquirieron con un proveedor local especializado en
acuarios profesionales (Akuarium, Argentina). Una
vez en el laboratorio, los peces se mantuvieron en
acuarios de vidrio (7 L) que contenian agua del grifo
declorada (pH: 7.5+ 0.1, conductividad: 1071 puS/cm,
oxigeno disuelto: 97 %) con aireacion constante a
una temperatura de 25 °C y un fotoperiodo de 12:12 h
(luz-oscuridad). Durante el periodo de aclimatacion
a las condiciones del laboratorio (una semana antes
del experimento) los peces fueron alimentados dia-
riamente con alimento comercial TetraMin escamas
(Tetra; proteinas totales: 47 %, lipidos totales: 10 %,
fibra: 3 %, fosforo: 1 %).

Se realizé un experimento para evaluar la inges-
tion de fragmentos de MP por el pez cebra segun el
color (rojo, verde, amarillo, blanco, negro y azul)
durante un periodo de tiempo de 10 min. El tipo de
tratamiento consistid en una oferta de fragmentos
de MP de diferentes colores sin alimento. Para su
preparacion, se pesaron 30 mg de fragmentos de

cada color utilizando una balanza analitica. Después
los fragmentos de los colores antes mencionados se
colocaron en una placa de Petri y se mezclaron cui-
dadosamente con una espatula de acero inoxidable
hasta obtener una mezcla homogénea (peso final: 180
mg). Esto se realiz6 hasta obtener dos placas de Petri,
cada una conteniendo 180 mg de la mezcla equitativa
de fragmentos de color rojo, verde, amarillo, blanco,
negro y azul.

El experimento se llevo a cabo por duplicado
en los mismos acuarios de 7 L (cubiertos con tapas
de vidrio para evitar contaminacion cruzada) en la
instalacion de clima controlado. En cada unidad
experimental (i.e., en cada acuario), los peces (n =
11) fueron sometidos a ayuno de 24 h antes del ex-
perimento. Para evitar la posible defecacion de frag-
mentos de MP ingeridos, los experimentos se llevaron
a cabo durante un periodo de 10 min. Después de
cumplidos los 10 minutos de experimentacion, todos
los individuos se sacrificaron con una solucion de
eugenol (0.025 %), se midieron (longitud estandar),
se pesaron (0.01 g) y se mantuvieron en hielo hasta la
diseccion. Se examind el contenido estomacal e intes-
tinal de cada individuo con una lupa estereoscopica
(Leica S6D 0.8 X, acoplada a una camara fotografica
Leica EC3, nim. 10450528, Alemania) con la ayuda
de pinzas quirurgicas, agujas y un contador manual
para registrar la cantidad de fragmentos de plastico
segun el color (Fig. 1). Los detalles acerca del dise-
flo experimental utilizado en el presente estudio se
incluyen en el material suplementario.
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Fig. 1. Contenido estomacal con fragmentos de microplastico de
color azul presentes en un individuo de pez cebra (abajo
a la derecha) del experimento de eleccion multiple. Mi-

crofotografia: Leica S6D 0.8X, acoplada a una camara
Leica EC3 ntim. 10450528 0.5X, Alemania.
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Los datos experimentales de opcion multiple
fueron analizados con la prueba de Friedman (Zar
2013), ya que se examind la cantidad de particulas
de MP segun el color en el estdmago de los peces.
Se aplicé un enfoque categérico a los datos del
experimento para distinguir entre el color del frag-
mento preferido, el evitado y el menos preferido.
Por lo tanto, los colores se asignaron a tres grupos:
(1) preferidos (colores consumidos > 40 % en el
experimento); (2) evitados (colores consumidos <
3 %); y (3) menos preferidos (colores consumidos
entre 3-40 %). Los analisis estadisticos se realizaron
utilizando el software InfoStat 2011 (Di Rienzo et
al. 2011). Un valor de p < 0.05 se consideré signi-
ficativo (Zar 2013).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de la media y de la mediana junto
con los errores estandar de todos los fragmentos
de MP ingeridos por los individuos de pez cebra
durante el experimento en el presente estudio, se
presentan en el cuadro I. En la primera unidad
experimental, la ingesta de fragmentos de MP se
registro en ocho de los 11 estobmagos analizados
después del experimento de opcion multiple (73
% de respuesta positiva), mientras que en la se-
gunda unidad experimental (i.e., en el duplicado)
se registrd en siete estomagos (64 % de respuesta
positiva). Por lo tanto, la respuesta positiva global
del experimento fue de 68 %.

Se encontraron diferencias estadisticas significa-
tivas entre los estdmagos analizados al comparar los
valores de la mediana de la ingesta de fragmentos de

MP segtin el color en la primera unidad experimental
(Friedman, X?> [n =8, gl = 5] =19.20, p =0.001) y
en la segunda unidad experimental (Friedman, X?
[n=17,gl=5]=18.29, p=0.002). Las medias y el
error estandar del consumo global segun el color por
todos los individuos de pez cebra que ingirieron MP
durante el experimento de opcidon multiple se repre-
sentan en la figura 2. El enfoque categérico indicd
que los fragmentos azules fueron preferidos tanto en
la primera como en la segunda unidad experimental,
mientras que los fragmentos plasticos de color verde
y blanco fueron evitados por los individuos de pez
cebra (Cuadro 11, Fig. 2).

El porcentaje de contribucion de cada color eva-
luado se muestra en el cuadro II. Se encontr6 un total

Fragmentos en los estomagos

: —

amarillo verde blanco

azul negro rojo

Fig. 2. Respuesta general de ingesta de fragmentos de micro-
plastico segun el color por los peces cebra (68 % de
respuesta positiva; n = 15) durante el experimento de
opcioén multiple. Las barras indican un promedio + el
error estandar.

CUADRO I. MEDIA, MEDIANA (EN PARENTESIS) Y ERROR ESTANDAR
(EE) DE LOS FRAGMENTOS DE MICROPLASTICOS INGERI-
DOS SEGUN EL COLOR POR LOS INDIVIDUOS DE PEZ CEBRA
EN EL EXPERIMENTO DE OPCION MULTIPLE.

Acuario 1 Acuario 2

Color del microplastico

Media (mediana) EE Media (mediana)  EE
Azul 2.10 (2.00) 0.50 5.40 (2.00) 2.30
Negro 1.63 (1.00) 0.64 0.29 (0.00) 0.23
Rojo 1.00 (1.00) 0.00 0.00 (0.00) 0.00
Amarillo 0.25 (0.00) 0.14 0.57 (0.00) 0.34
Verde 0.13 (0.00) 0.11 0.00 (0.00) 0.00
Blanco 0.13 (0.00) 0.11 0.00 (0.00) 0.00
Respuesta positiva* 73 % (n=18) 64 % (n=17)

*La respuesta positiva general es el porcentaje de peces que ingirieron al menos
una particula de microplastico dentro de cada unidad experimental (acuario).
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CUADRO II. PORCENTAIJE DE CQNTRIBUCION Y NUMERO TOTAL DE FRAGMENTOS
CONSUMIDOS SEGUN COLOR POR LOS INDIVIDUOS DE PEZ CEBRA EN EL
EXPERIMENTO DE OPCION MULTIPLE.

Acuario 1 Acuario 2
Color del Categoria Y . Y ,
microplastico Contribucion ~ Numero de Contribucion ~ Numero de
(%) fragmentos (%) fragmentos
Azul preferido 43 17 83 38
Negro menos preferido 33 13 4 2
Rojo menos preferido 15 6 4 2
Amarillo menos preferido 5 2 9 4
Verde evitado 3 1 0 0
Blanco evitado 3 1 0 0
Consumo total 40 46

de 86 fragmentos de MP en los estomagos analizados
y la contribucion porcentual promedio de cada color
fue la siguiente: azul, 64 %, seguido del negro, 17 %;
r0jo, 9 %; amarillo, 7 %; verde, 1%, y blanco, 1 %.
La ingesta total de MP por los individuos de pez
cebra en cada unidad experimental (i.e., acuarios 1
y 2) segun el color se muestra en el cuadro II. Este
patron de seleccion es consistente en ambas unidades
experimentales y denota que el azul fue el color mas
preferido (Cuadro II).

En la naturaleza, la ocurrencia de MP segtn la
forma y el color en el TGI de peces silvestres en
ambientes de agua dulce puede depender de las acti-
vidades antrdpicas de la region y de la disponibilidad
de desechos plasticos en cada sitio de estudio (Fuy
Wang 2019). En particular, el color es un factor clave
que a menudo se considera importante en la ingesta
de MP debido en parte a que muchos organismos
zooplanctonicos se asemejan a las presas naturales
de depredadores visuales como los peces (Abayomi
et al. 2017, Vidal et al. 2021). Sin embargo, parece
haber una tendencia a escala global a que las fibras
azules sean los elementos plasticos que se encuentran
con mayor frecuencia en el TGI de peces silvestres
de entornos de agua dulce (Peters y Bratton 2016,
McNeish et al. 2018, Dos Santos et al. 2020, Merga
et al. 2020, Vidal et al. 2021). Por ejemplo, Dos
Santos et al. (2020) reportaron la incidencia de MP
en la dieta de dos especies de peces de agua dulce
(lheringhthys labrosus y Astyanax lacustris) de la
seccion media del Rio Uruguay en Brasil. Los au-
tores encontraron que los materiales sintéticos mas
frecuentes fueron las fibras de color azul (74 %), las
cuales representaron el 88 % del total de MP en los
estomagos de los peces analizados. Recientemente,
Vidal et al. (2021) informaron que los items de MP

mas frecuentes fueron fibras azules (67 %) en el TGI
de 29 especies de peces de arroyos en Uruguay.

Existen estudios que han informado la prevalencia
de MP en forma de fragmentos sobre fibras en peces
de agua dulce, mientras que otros han informado
proporciones similares para ambos tipos de formas.
Por ejemplo, Roch et al. (2019) reportaron la carga de
MP en 22 especies muestreadas de 11 rios y seis lagos
en el estado de Baden-Wiirttemberg en Alemania.
Los autores encontraron que de todos los MP detec-
tados, la mayoria de las particulas estaban formadas
por fragmentos (54 %), seguidas por fibras (39 %).
En este estudio los fragmentos de color negro y los
claros fueron los MP mas prevalentes en los TGI de
peces analizados, a excepcion de los recolectados en
la parte baja del Lago de Constanza, donde los peces
contenian predominantemente fragmentos de color
verde (aproximadamente el 45 %) (Roch et al. 2019).
Dos explicaciones plausibles sobre estos hallazgos
podrian atribuirse a i) diferencias de disponibilidad
de MP seguin el color entre los sistemas de agua
dulce o i1) diferencias especificas para la especie en
las preferencias segtn el color por parte de los peces
analizados. Sin embargo, el mecanismo de esta ultima
hipotesis merece un analisis mas detallado mediante
estudios experimentales a escala de micro o meso-
cosmos. En el lago Ziway, en Africa, las particulas
plasticas recolectadas en el TGI de peces silvestres de
agua dulce (Oreochromis niloticus, Clarias gariepi-
nus, Cyprinus carpio 'y Carassius carassius) fueron
en su mayoria (57 %) fragmentos azules (Merga et
al. 2020).

En el presente estudio se pudo determinar una
marcada seleccion hacia los fragmentos de MP de
color azul, mientras que los fragmentos verdes y
blancos fueron sistematicamente evitados por parte
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de los individuos de pez cebra analizados. La selec-
cion del color azul es consistente con lo que ocurre
en la naturaleza, ya que los MP de este color parecen
ser atractivos para varias especies de peces que los
confunden con sus presas naturales (Ory et al. 2017).
Por ejemplo, las presas naturales de Decapterus mu-
roadsi son copépodos de color azul, lo que explica
una marcada ingesta de fragmentos de MP de este
color por los peces de dicha especie marina (Ory
et al. 2017). Una de las fortalezas del experimento
aqui realizado es que, a diferencia de lo que puede
ocurrir en la naturaleza, la cantidad ofrecida de MP
de cada color fue equivalente, lo que permitié que
los peces expresaran su preferencia por un color
especifico. Aunque la vision de los peces permite un
acercamiento directo a la comida, el umbral 6ptico de
deteccion de cada color es marcadamente especifico
para la especie (Fernald 1989). Por lo tanto, queda
por estudiar como varia la preferencia por ingerir
pléstico de un color particular en otras especies que
representen los ecosistemas locales y reales (Gomez
etal. 2019, Ortiz et al. 2021), lo que potencialmente
puede ayudar a comprender mas acerca de los meca-
nismos subyacentes en los patrones de consumo en
entornos naturales.

CONCLUSIONES

La ingesta de MP por los peces podria ser un
problema emergente debido a la proliferacion de
contaminacion plastica en los ambientes acuaticos.
Los resultados mostraron que los fragmentos de MP
de color azul fueron los preferidos por los individuos
de pez cebra analizados, siendo este patréon de se-
lectividad hacia el color azul consistente con lo que
ocurre en la naturaleza. Es importante incrementar el
numero de estudios sobre consumo de MP en peces
silvestres de agua dulce, conjuntamente con estudios
de laboratorio sobre los mecanismos que expliquen la
selectividad hacia determinados colores en los resi-
duos plasticos, con el fin de obtener mayor robustez
en los patrones hallados.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO
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Fig. S1. La composicion polimérica de todas las tapas de plastico utilizadas para este estudio fue polietileno de alta densidad (HDPE),
segun lo indicado por la compaiiia de bebidas en el reverso de los tapones de bebidas. Independientemente de su color, todas
las tapas eran iguales en grosor y dureza.

Fig. S2. Pasos para obtener los fragmentos de microplastico segun el color: las tapas de HDPE (a) se limpiaron con agua del grifo tres
veces, (b) se enjuagaron con agua Milli-Q, (c) se trituraron y tamizaron hasta la fraccion de tamafio de 250-710um, y por tltimo
(d) se almacenaron en viales de vidrio seglin su color hasta la realizacion del experimento.
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Fig. S3. Preparacion de la oferta de multiple de microplasticos. Brevemente, se pesaron 30 mg de fragmentos de cada color utilizando
una balanza analitica. Luego, los fragmentos de los colores mencionados anteriormente se colocaron en una placa de Petri y
se mezclaron cuidadosamente con una espatula de acero inoxidable hasta obtener una mezcla homogénea de fragmentos (peso
final: 180 mg). El procedimiento se repitié de la misma forma para el segundo acuario experimental.

Disefio experimento de opcién multiple: pez cebra
(Danio rerio) frente a MP

Pecera 1 (10L) Pecera2 (10 L)

N=11 N=11

| |

Exposicion a MP (10 min)  Exposicién a MP (10 min)
Réplica 1 Réplica 2

l

eutanasia, morfometria, diseccion y examinacioén del
contenido estomacal bajo lupa

Fig. S4. Disefio experimental utilizado para evaluar la respuesta alimentaria (ingesta) de fragmentos de MP segun el color (rojo, verde,
amarillo, blanco, negro y azul) por el pez cebra (Danio rerio).



