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RESUMEN

Uno de los problemas mas importantes relacionados con los desechos plasticos es la
produccién de MP (MP), cuya acumulacion en diferentes taxones ha sido registrada.
Recientemente se ha demostrado, a través de muestreo de campo, que los liquenes son
capaces de acumular MP. El presente trabajo tiene como objetivo estudiar experimen-
talmente la acumulacion y deposicion de MP en tres especies de liquenes de los géneros
Usnea, Ramalina y Punctelia. Medimos el peso, la absorcion de agua y la dimension
fractal de cada talo. En condiciones de laboratorio, expusimos 12 talos de cada especie
a tres diferentes dosis de MP en suspension acuosa (3, 6 y 12 MP/mL) durante una se-
mana. Se extrajeron y contabilizaron los MP acumulados y depositados. La acumulacion
fue despreciable. Modelamos la deposicion con modelos lineales generales. La variable
dimension fractal fue la tinica que se relaciono significativamente con los MP deposita-
dos. Estos resultados sugieren que, en comunidades con complejidad estructural mayor,
medidas en la dimension fractal, se encontraran niveles mayores de MP depositados.
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ABSTRACT

One of the most important problems related to plastic waste is the production of micro-
plastics (MPs), whose accumulation in different taxa has been recorded. It was recently
found through field sampling that lichens are able to accumulate MPs. The present work
aims to experimentally study the accumulation and deposition of MPs in three lichen
species of the genera Usnea, Ramalina and Punctelia. We measured the weight, water
uptake and fractal dimension of each thallus. Under laboratory conditions, we exposed
12 thalli of each species to three different doses of MPs in aqueous suspension (3, 6, and
<12 MP/mL) for one week. The accumulated and deposited MPs were extracted and
counted. Accumulation was negligible. We modelled deposition with general linear
models. The fractal dimension variable was the only one significantly related to depos-
ited MPs. These results suggest that in communities with higher structural complexity,
measured by fractal dimension, we will find higher levels of deposited MPs .
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INTRODUCCION

La produccion mundial de plasticos supero los
300 millones de toneladas en 2019 (PE 2019). Uno
de los problemas mas relevantes vinculados con la
produccion de plasticos es su eliminacion final. Los
plasticos expuestos al ambiente (desgaste mecanico,
intemperie, radiacion solar y microorganismos) gene-
ran MP (MP), es decir, particulas plasticas de tamafio
<5 mm (Evangeliou et al. 2020, Hale et al. 2020).
Aunque la produccion secundaria de MP es la mas
reconocida, la produccion primaria de MP también
es frecuente (Wang et al. 2019). La produccion de
aditivos cosméticos (como microesferas de metacri-
lato) es una es de las fuentes primarias de MP mas
reconocidas en el mundo (Napper et al. 2015, Lei et
al. 2017, Anagnosti et al. 2021). Los MP han sido
registrados en todas sus formas en diversos taxones
(Foley et al. 2018, Bai et al. 2021, Loppi et al. 2021,
Mateos-Cardenas et al. 2021) y se ha demostrado que
generan problemas diversos a las comunidades bio-
logicas (Cera y Scalici 2021, Matthews et al. 2021).

Los liquenes son ampliamente utilizados como
bioindicadores de contaminacion ambiental (Conti y
Cecchetti 2001). Es reconocido el uso de las caracte-
risticas de las comunidades liquénicas (El Mokni et
al. 2015, Lopes et al. 2019) o sus rasgos funcionales
(Degtjarenko et al. 2018, Koch et al. 2019) como in-
dicadores del grado de contaminacion o perturbacion
ambiental. Los MP como contaminantes emergentes
relacionados con los liquenes no han sido explorados
a profundidad. Loppi et al. (2021) registraron por pri-
mera vez la capacidad de los liquenes para acumular
MP. Estos autores demostraron que la acumulacion de
MP en los talos foliosos de Flavoparmelia caperata
(L.) Hale estaba directamente relacionada con la dis-
tancia a un vertedero de basura a cielo abierto. Este
resultado sugiere que los liquenes pueden utilizarse
como bioindicadores de la presencia de MP en el aire.
Loppi etal. (2021) analizaron la acumulacion total que
resulta tanto de la deposicion sobre el talo como de la
acumulacion dentro del mismo. Lamentablemente, los
mecanismos de deposicion o acumulacion de MP en
los talos liquénicos son desconocidos; sin embargo, a
pesar de que no se han identificado dichos mecanis-
mos, si es posible identificar las fuentes a partir de
las cuales pueden provenir los MP acumulados y/o
depositados en los talos liquénicos: aire, polvo y lluvia.

Dependiendo del sitio, el aporte global de MP
sera mayor en una fuente u otra. Por ejemplo, en las
grandes ciudades, el aporte de MP proveniente de la
lluvia es poco significativo, mientras que en areas
rurales es mayor (Zhang et al. 2020, Liao et al. 2021).

No existe una relacion clara entre la deposicion de
MP y las precipitaciones (Allen et al. 2019), a pesar
de lo cual la presencia de MP en el agua proveniente
de la lluvia es un hecho. Esto es relevante para las
comunidades liquénicas, ya que los talos liquénicos
tienen la capacidad de absorber el agua de la atmos-
fera saturada (Kappen y Redon 1987), e incluso de
almacenar hasta el 80 % del agua de lluvia en la fase
inicial de las precipitaciones (Veneklaas et al. 1990,
Fackovcova et al. 2019). La capacidad de absorcion
y almacenamiento de agua por parte de los talos li-
quénicos esta relacionada con su complejidad estruc-
tural. El aumento de la complejidad estructural en los
liquenes es reconocido hace mucho tiempo como una
adaptacion que permite un almacenamiento mayor de
agua en el talo (Green et al. 1985). Klamerus-Iwan et
al. (2020) demostraron en varias especies de liquenes
que la complejidad estructural del talo puede ser el
factor mas importante para explicar las diferencias
entre especies respecto a la capacidad de almacena-
miento de agua. Dicha complejidad estructural puede
estimarse como un rasgo funcional.

Los rasgos funcionales median la respuesta de
las especies al ambiente y pueden definirse como las
caracteristicas de un organismo relevantes para esta
respuesta y/o sus efectos sobre el funcionamiento del
ecosistema (Diaz y Cabido 2001). Causa y efecto no
siempre son claras y algunos rasgos evidencian de
manera simultanea tanto la respuesta como el efecto
(Ellis et al. 2021). Algunos ejemplos de rasgos fun-
cionales son: forma de crecimiento, capacidad de
almacenamiento de agua, tamafio, color del talo, etc.
La geometria es una medida de complejidad del talo
liquénico y, como tal, puede considerarse como un
rasgo funcional. Se ha demostrado que la dimension
fractal, un indice derivado de la geometria fractal de
los liquenes y de la complejidad de su forma, predice
la distribucién de las formas de crecimiento a lo largo
de gradientes de niebla (Stanton y Horn 2013). Inclu-
so se ha observado que el aumento de la ramificacion
medido por la dimensidn fractal corresponde a una
mayor capacidad de cosechar agua de niebla (Stanton
y Horn 2013, Fodor y Haruta 2018). En este panora-
ma de los hechos, la acumulacion y/o deposicion de
MP en los talos liquénicos provenientes del agua am-
biental (lluvia o niebla) podria estar relacionada con
(i) el ambiente en que se desarrollan las comunidades
liquénicas afectadas y (ii) la complejidad estructural
de los liquenes. El objetivo del presente trabajo es
explorar de manera experimental, por primera vez, la
acumulacion y deposicion de MP en talos liquénicos
de especies con diferente complejidad a través del
contacto de los talos con lluvia simulada.



EXPOSICION EXPERIMENTAL DE LIQUENES A MP 559

MATERIALES Y METODOS

Muestreo y disefio del experimento

En el presente trabajo expusimos talos de tres
especies de liquenes a diferentes dosis de MP. Dos
de las especies estudiadas fueron fruticosas: Rama-
lina celastri (Spreng.) Krog. y Swinsc., y Usnea
dasaea Stirt. Mientras que la Gltima correspondio al
morfotipo folioso Punctelia semansiana (Culb. y C.
Culb.) Krog., R. celastri tiene un talo erecto, rigido,
de 1-5 cm de alto, de escasa a moderada ramificacion
desde una base ancha y abierta, numerosos apotecios
laminares y/o marginales, y numerosas pseudocifelas
cortas y lineales (Galloway 2007). Esta especie se
encuentra fuertemente asociada a la presencia de
abundantes precipitaciones y ausencia de déficit
hidrico (Bannister et al. 2004). U. dasaea presenta
un talo gris verdoso a amarillo verdoso, arbustivo
a subpendiente de 10-15 cm de largo, ramificacion
mixta isotomica/anisotdmica, ramas inferiores no
constrefiidas en el origen y ramificacion principal
corta no pigmentada (Bannister et al. 2020). Esta es-
pecie esta asociada a zonas himedas y con frecuente
presencia de niebla (Fos y Clerc 2000). P. semansiana
presenta un talo gris mineral folioso de hasta 6 cm de
diametro, l6bulos subirregulares de apice redondeado
hasta alargados y angostos, crenados a incisos, de 2-6
mm de ancho, frecuentemente laciniados (Estrabou
y Adler 1999). Tal como las otras dos especies en
estudio, esta asociada a zonas con alta disponibilidad
de humedad ambiental (Nash et al. 2004).

Recolectamos un total de 12 talos por especie de
los campos experimentales de la Universidad Nacio-
nal de Lujan, Lujan, Buenos Aires, Argentina (34°
34’417 S, 59° 05’ 14” O). Cada uno de los talos fue
secado bajo los rayos directos del sol a temperatura
ambiente (~ 25 °C) durante 24 h. Posteriormente cada
talo fue pesado utilizando una balanza analitica (pre-
cision de 0.0001 g). Estas mediciones representaron
el peso seco, (PS) en gramos de cada talo. Se procuro
que el tamafio de los talos para cada especie fuese
los mé&s homogéneo posible. Se tomaron fotos de
cada talo en su posicion natural (superficie expuesta
a la lluvia artificial) y se estimaron («) la superficie
promedio observada en cada fotografia (en cm?) y
(b) el desvio estandar correspondiente: 2.28 £+ 1.01
(U. dasaea), 1.70 £ 0.56 (P. semansiana)y 14.82 +
5.07 (R. celastri).

Por otro lado, utilizamos una estimacion sencilla
de absorcion de agua (g) de los talos utilizados en
el experimento. Los talos fueron rociados con agua
desmineralizada a intervalos de 5 min hasta alcan-
zar un peso constante. Los talos humedos fueron

pesados utilizando una balanza analitica (precision
de 0.0001 g). Obtuvimos una estimacion del agua
absorbida restando el peso de los talos humedeci-
dos al peso de los talos secados bajo los rayos del
sol. Los MP utilizados en el experimento fueron
microesferas de polimetacrilato de metilo (PMMA),
un tipo de MP comuin en usos cosméticos (Bashir
et al. 2021) que puede encontrarse frecuentemente
en la niebla y el agua de lluvia (Allen et al. 2020,
Vivekanand et al. 2021, Morales et al. 2022). Se
utilizaron en total 2100 microesferas de PMMA,
las cuales se contabilizaron y midieron utilizando
microscopio estereoscopico y el programa Imagel.
El rango de tamafio de las microesferas utilizado
fue de 11-400 um. Siguiendo a Carrera y Carreras
(2011), cada uno de los talos recolectados se colocd
individualmente en una camara de vidrio. Estos
autores pusieron dentro de cada camara el mismo
peso de material bioldgico; sin embargo, en nues-
tro experimento la acumulacidon/deposicion de MP
se estimo para cada talo, lo cual dificulta que los
pesos de cada talo coincidan. No obstante, el dato
del peso (y su variable correlacionada absorcién
de agua [véase la seccion Analisis estadisticos])
fue incorporado en los modelos y a través suyo se
determiné si el peso tuvo algin efecto significativo
sobre la acumulacion/deposicion de MP.

Las camaras tenian forma cilindrica (2.5 cm de
diametro x 15 cm de altura). Utilizamos un testigo
y tres tratamientos por especie. El testigo y los
tratamientos contaron con tres réplicas. Expusimos
cada talo durante una semana a tres dosis diferentes
de MP suspendidos en agua desmineralizada: ~ 3,
6 y 12 MP/mL. Las concentraciones estan basadas
en lo registrado por Qian et al. (2017) en la ciudad
de Yantai, China. Alli se registré un rango de depo-
sicion atmosférica de particulas de plastico de 0 a
600/m?/dia. Esta ciudad presenta uno de los niveles
de exposicion a MP mas altas del mundo y fue uti-
lizada como modelo, ya que represent6 los extre-
mos de deposicion de MP, es decir, sin deposicion
(0 particulas/m?/dia) y un nivel extremo de depo-
sicion (600 particulas/m?/dia). Teniendo en cuenta
el radio de las camaras de vidrio (0.25 m) se esti-
mo un valor maximo de deposicion ambiental de
MP de ~ 1 particula/m?*/dia. La exposicion anual
a MP representaria entonces ~ 365 particulas/m?/
ano. Para lograr categorias mas homogéneas re-
dondeamos la maxima deposicion ambiental a 400
particulas/m?/dia. La dosis mas alta (12 MP/mL)
derivo del armado de una suspensiéon de 1200
particulas (microesferas) plasticas en 100 mL de
agua desmineralizada, en tanto que la dosis media
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(6 MP/mL) derivo del armado de una suspension
de 600 microesferas en 100 mL de agua desmi-
neralizada y la mas baja (3 MP/mL) del armado
de una suspension de 300 microesferas en 100
mL de agua desmineralizada. Los dias lunes,
miércoles y viernes de esa semana se aplicaron
10 mL de cada tratamiento. Los testigos so6lo recibie-
ron agua desmineralizada. La aplicacion se realizo
con pulverizador de boca ancha. El procedimiento
consistio en: (i) retirar con cuidado, usando pinzas,
cada talo fuera de su respectiva camara, (ii) colocar
cada talo en su posicion natural y angulo natural
encontrados en el campo experimental, (iii) rociar
con pulverizador 10 mL de suspension de MP, (iv)
colocar nuevamente el talo en su cadmara de vidrio y
(v) lavar todo el material cuidadosamente con agua
desmineralizada. Como consecuencia de la densidad
del PMMA (1.18 g/cm?), la aplicacion de la solucion
se realizd agitando previamente el pulverizador
con el objetivo de evitar que las microesferas se
acumulasen en el fondo del envase. La distribucién
de las 2100 particulas de MP entre las diferentes
suspensiones fue realizada al azar.

Al finalizar la semana de exposicion se extrajeron
las microesferas depositadas y acumuladas mediante
dos métodos diferentes. Las microesferas acumuladas
fueron extraidas de cada talo liquénico mediante la-
vado intenso con agua bidestilada, en una cdmara de
flujo laminar (para evitar contaminacion ambiental).
Este lavado se realizé tomando cada talo con pinzas
antimagnéticas y suspendiéndolo sobre un recipiente
de vidrio de 3 L. Se realizaron siete lavados intensos
por talo. La suspension de microesferas obtenida en el
recipiente de vidrio se paso a través de filtros de papel
de 8-10 um de tamano de poro (Whatman 1031220).
Los papeles de filtro se almacenaron en cajas de
Petri de vidrio cerradas hasta su posterior analisis.
Las microesferas acumuladas se obtuvieron a través
de la digestion del material biologico. Siguiendo a
Loppi etal. (2021) utilizamos el método de oxidacion
por peroxido humedo (Masura et al. 2015). En el
laboratorio, las muestras de liquenes secadas al aire
se colocaron en vasos de precipitado y se digirieron.
Los papeles de filtro se transfirieron a cajas de Petri
de vidrio para su almacenamiento y posterior anali-
sis. Las microesferas se observaron y contabilizaron
utilizando una lupa estereomicroscopica (Zeiss Stemi
508). Medimos la complejidad estructural de los
talos liquénicos utilizando su dimension fractal (D).
La dimensidn fractal fue medida utilizando método
de multirresolucion de conteo de caja (Loehle y Li
1996). Para la estimacion de la dimension fractal se
tomaron fotografias individuales de cada talo, con

fondo blanco, en la posicion y angulo frontal que
poseian en el campo experimental antes de la reco-
leccion. El fondo de cada foto fue sustraido y utili-
zando el plugin FracLac dentro del programa Imagel
procedimos a utilizar la funcion “Fractal box count”.

Analisis estadisticos

Analizamos estadisticamente los datos obtenidos
del experimento (cuadro I) utilizando Rstudio. Obtu-
vimos estadisticos representativos (media, desviacion
estandar, valor maximo y valor minimo) de cada
variable de interés agrupando los datos por especie.
Con esta informacion y con el objetivo de explorar
el efecto de las variables analizadas en el nimero
de MP depositados y acumulados representamos
graficamente el nimero de MP por talo respecto
a los siguientes factores: especie, dosis (MP/mL),
dimension fractal (D) y absorcion de agua (g). No
representamos graficamente la variable peso ya que
presento una alta correlacion con la variable absor-
cion de agua (r=0.98) y, por ende, fue descartada de
los andlisis posteriores. Sin embargo, la informacion
asociada con dicha variable se encuentra disponible
en el cuadro I. Los graficos se construyeron en el
programa Rstudio utilizando los paquetes “ggpubr”y
“goplot2”. Ademas, exploramos las diferencias entre
los MP agrupados por dosis y especie utilizando la
prueba de Kruskal-Wallis. Por otro lado, utilizando
los paquetes “MASS” y “gamlss” generamos un
modelo lineal generalizado (MLG) con una distri-
bucién binomial negativa para la variable respuesta
“MP”, con especie y dosis como variables indepen-
dientes mas las covariables dimension fractal (D)
y absorcion (g) de cada talo. Utilizamos la funcion
“stepGAICAIIL.A()” para generar modelos con distin-
tas combinaciones de predictores y escogimos aquel
que mostr6 un estimador AIC (Akaike information
criterion) mas bajo.

RESULTADOS

Soélo dos talos (pertenecientes a la especie U. da-
saea 'y ala dosis 6 MP/mL) registraron microesferas
acumuladas (una microesfera por talo). El resto de
las microesferas contabilizadas se encontraron en
los filtros de papel correspondientes a la fraccion de
MP depositados. No se registraron microesferas en
los testigos experimentales. A partir de este punto
todos los resultados estuvieron relacionados so6lo
con la fraccion de MP depositados. Graficamente
(Fig. 1) no se observa un claro efecto de la dosis sobre
el nimero de MP depositados, lo cual coincide con



CUADRO I. DATOS OBTENIDOS DE CADA UNO DE LOS TALOS UTILIZADOS EL

EXPOSICION EXPERIMENTAL DE LIQUENES A MP

EXPERIMENTO.
Género* Dosis** MP Dimension Peso seco Absorcion
depositados fractal (D) (2) (2)
Usnea Testigo 0.000 1.777 0.048 0.115
Usnea Testigo 0.000 1.709 0.205 0.470
Usnea Testigo 0.000 1.564 0.023 0.126
Usnea Baja 88.000 1.797 0.106 0.431
Usnea Baja 70.000 1.784 0.087 0.371
Usnea Baja 9.000 1.589 0.032 0.119
Usnea Media 77.000 1.788 0.144 0.393
Usnea Media 33.000 1.694 0.045 0.133
Usnea Media 33.000 1.722 0.043 0.223
Usnea Alta 8.000 1.518 0.034 0.082
Usnea Alta 21.000 1.645 0.037 0.071
Usnea Alta 11.000 1.585 0.042 0.279
Punctelia Testigo 0.000 1.286 0.040 0.406
Punctelia Testigo 0.000 1.637 0.048 0.315
Punctelia Testigo 0.000 1.512 0.051 0.406
Punctelia Baja 8.000 1.547 0.035 0.183
Punctelia Baja 19.000 1.681 0.058 0.277
Punctelia Baja 18.000 1.664 0.096 0.365
Punctelia Media 4.000 1.348 0.034 0.220
Punctelia Media 10.000 1.470 0.042 0.196
Punctelia Media 11.000 1.392 0.033 0.224
Punctelia Alta 13.000 1.589 0.023 0.126
Punctelia Alta 14.000 1.467 0.058 0.422
Punctelia Alta 16.000 1.599 0.008 0.046
Ramalina Testigo 0.000 1.690 0.532 0.967
Ramalina Testigo 0.000 1.584 0.252 0.398
Ramalina Testigo 0.000 1.737 2.242 3.816
Ramalina Baja 40.000 1.769 1.348 2.101
Ramalina Baja 41.000 1.709 0.832 1.491
Ramalina Baja 15.000 1.624 0.202 0.593
Ramalina Media 60.000 1.731 0.273 0.498
Ramalina Media 50.000 1.723 0.425 0.856
Ramalina Media 10.000 1.501 0.356 0.735
Ramalina Alta 36.000 1.709 0.490 0.815
Ramalina Alta 44.000 1.702 0.274 0.533
Ramalina Alta 24.000 1.680 0.550 0.738

*Para reducir el tamafio de la tabla s6lo se indica el género.
**Correspondiente a 3 MP/mL (dosis baja), 6 MP/mL (dosis media) y 12 MP/mL (dosis alta).

la falta de significancia estadistica (chi-cuadrado de
Kruskal-Wallis = 0.53593, gl = 2, p = 0.7649). La
especie parece estar relacionada con el numero de
MP depositados (Fig. 1, chi-cuadrado de Kruskal-
Wallis = 7.3608, gl =2, p=0.02521). Por otro lado,
la figura 3, sugiere una relacion positiva entre la
dimension fractal y el nimero de MP depositados.
No observamos una relacion clara entre la absorcion
de agua y el numero de MP (Fig. 1).

El modelo que mejor se ajusta a los datos de
entrada incluy6 un solo predictor: dimension frac-
tal (cuadro II). Observamos que al aumentar la

dimension fractal (independientemente de la dosis)
aumento la cantidad de MP depositados (Fig. 2). Por
otro lado, la cantidad méaxima de MP depositados en
los talos disminuy6 con la dosis aplicada (Fig. 2).

DISCUSION

Relevancia

Este es el primer estudio que investiga de forma
experimental la deposicion de MP en los liquenes
en funcion de su tipo morfoldgico y caracteristicas
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Fig. 1. Representacion grafica del ntimero de microplasticos (MP) respecto de los siguientes factores: especie
(representada por su género por cuestiones de espacio en la figura), dosis (MP/mL), dimension fractal

y absorcion de agua.

CUADRO II. INFORMACION RELACIONADA CON EL
MODELO LINEAL GENERALIZADO QUE
MEJOR SE AJUSTO A LOS DATOS DE EN-

TRADA.
Estimacion  Error Valor z p
estandar
Intercepcion ~ —7.750 1.019 —7.608 7.59E-08
Dimension 6.647 0.607 10.952 8.08E-11
fractal
AIC 188.339

AIC: criterio de informacion de Akaike (por su sigla en inglés).

asociadas, tales como dimension fractal y absorcion
de agua. Aunque el experimento es simple en términos
de tiempo de exposicion, los resultados son relevantes
en varios sentidos. En primer lugar, aunque son cada
vez mas frecuentes los experimentos de exposicion a
MP a diferentes grupos taxondmicos (e.g., macrofitas:
van Weert et al. [2019]; plantas: Liu et al. [2022];
peces: Avio et al. [2015]), hasta la fecha no existian
experimentos de este tipo relacionados con liquenes.
Latinica referencia asociada con liquenes y MP es un
trabajo de campo no experimental (Loppi et al. 2021).

En segundo lugar, aunque la acumulaciéon de
microesferas de PMMA en los talos liquénicos no es
significativa en el intervalo de tiempo de exposicion
(una semana), es interesante destacar que, si bien

s6lo se acumularon dos microesferas, este hecho es
llamativo y sugiere que no son necesarios tiempos
de exposicion muy altos para que los liquenes acu-
mulen MP. Estudios posteriores deberan profundizar
en este hecho y en los mecanismos que permiten la
incorporacion de las microesferas dentro de los talos.

En tercer lugar, la dimension fractal de los talos
liquénicos es el factor mas relevante para la deposi-
cion de microesferas de PMMA. Las estimaciones del
mejor modelo (cuadro IT) muestran que el efecto de
la dimension fractal es mayor que el resto de los pre-
dictores, incluida la dosis. Es posible que la reduccion
del efecto de la dosis esté relacionada con el efecto de
agregacion de las microesferas (véase la seccion Li-
mitaciones metodoldgicas). La dimension fractal de
los liquenes afecta muchas de sus caracteristicas bio-
logicas y ecoldgicas (Shorrocks et al. 1991, Marchiy
Cassi 1993). En el presente trabajo demostramos que
la dimension fractal de los liquenes también afecta
la deposicion de microesferas plasticas. El aumento
en la dimension fractal de los liquenes aumenta el
numero de microesferas depositados en sus talos. Este
efecto de la dimension fractal transforma a la misma
en un rasgo funcional. Como se ha demostrado con
anterioridad, el aumento en la complejidad de la es-
tructura de los liquenes (en este caso medida a través
de la dimension fractal) se puede asociar con ciertas
funciones fisioecoldgicas como retencion de agua,
reduccion del efecto de fotoinhibicion, acumulacion
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fractal y agrupados segtn la dosis aplicada.

de nutrientes y distribucion del agua a lo largo del
talo, entre otras (Phinney 2019). Para la deposicion de
MP, la dimension fractal funcionaria como un rasgo
que aumenta la retencion de las microesferas mediado
por varios de los efectos ya mencionados (relacio-
nados principalmente con retencion de agua) y otros
nuevos como retencion fisica de las microesferas en
las estructuras y complejidades de los talos (tal como
los apotecios, rugosidades, pseudocifelas, etc.). Sin
embargo, deben realizarse analisis microscopicos
mas profundos para apoyar estas afirmaciones.

En cuarto lugar los resultados aqui presentados
nos permiten generar una hipotesis de trabajo nueva e
interesante: las comunidades liquénicas en ambientes
con bajos niveles de perturbacion de origen humano
presentaran niveles de MP depositados similares a
los encontrados en las comunidades liquénicas que se
desarrollan en ambientes con altos niveles de pertur-
bacion humana. Se ha demostrado que la dimension
fractal puede aumentar en comunidades liquénicas
alejadas de los asentamientos humanos (Stanton y
Horn 2013). A pesar de que el morfotipo (especies)
no estuvo relacionado con el niimero de microesferas
depositadas dentro del modelo lineal generalizado, se
observo algun tipo de relacion entre la especie y el nu-
mero de MP depositados (Fig. 1). Por otro lado, histo-
ricamente se ha vinculado a las comunidades alejadas
de las perturbaciones humanas con mayor frecuencia
y abundancia de morfotipos mas complejos, como
el fruticoso (Hawksworth 1970, Varela et al. 2018).
En definitiva, proponemos el desarrollo de nuevos
trabajos que exploren la abundancia de MP (esfe-
ras, fibras, fragmentos) acumulados y depositados

en comunidades liquénicas que se encuentren en
areas con diferentes niveles de perturbacion humana.

Cuestiones metodologicas

El volumen y la frecuencia de rocio con agua
desmineralizada, asi como la posicion de los talos
dentro de cada camara de cristal, tuvo como obje-
tivo que las microesferas no se acumulasen sobre
los talos, simulando el arrastre generado por el flujo
natural de agua de Iluvia en condiciones naturales.
Sin embargo, las microesferas de PMMA mostraron
un comportamiento de agregacion cuando entraron
en contacto (Fig. 3a, ¢, d). Este comportamiento
de agregacion ya ha sido registrado en MP (Alimi
et al. 2018, Liu et al. 2021, Wang et al. 2021). La
agregacion de las microesferas es un comportamiento
hidrofébico comun entre los MP (Grause et al. 2022).
Los MP presentes en la suspension utilizada para
rociar los talos, asi como los MP depositados sobre
¢éstos, se encontraban en un medio acuoso (por lo
menos temporalmente). La agregacion es uno de los
comportamientos ambientales mas importantes de los
MP, especialmente en ambientes acuaticos, ya que
este fenomeno determina su movilidad, distribucion
y biodisponibilidad (Wang et al. 2021). A partir de los
resultados encontrados en el presente experimento,
hipotetizamos que la agregacion de las microesferas
podria ser la causa de la reduccion en el nimero de
MP depositados en los talos expuestos a la dosis mas
alta (12 MP/mL). La agregacion de las microesferas
podria generar una fuerza de “arrastre”, aumentando
el peso y volumen del material plastico en dichas
agregaciones y facilitando, en ultima instancia, el
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Fig. 3. Microplasticos (MP) depositados (a, b) en el talo de Punctelia semansiana, (c)
en un apotecio de Ramalina celastri y (d) en una apertura del talo de Usnea
dasaea. Las fotografias fueron obtenidas a posteriori de la primera aplicacion
de la dosis de 12 MP/mL.

arrastre de los agregados como consecuencia del paso
del agua sobre la superficie del talo. Este fendmeno de
agregacion debe estudiarse con mayor profundidad,
ya que puede afectar significativamente los resultados
de los experimentos de exposicion a microesferas.
Por otro lado, en el presente trabajo se han explo-
rado las microesferas como morfotipo principal, el
cual constituye un modelo frecuentemente utilizado
en los experimentos de exposicion. Sin embargo, los
MP mas frecuentes encontrados en talos liquénicos
han sido las fibras (Loppi et al. 2021), por lo que
sera necesario, explorar la aplicacioén de suspensio-
nes con otros morfotipos (fibras, fragmentos). Es
importante mencionar que, como consecuencia de
los tiempos de exposicion, no fue posible registrar
efectivamente el fenomeno de acumulacion de MP.
Es necesario aumentar el tiempo de exposicion y el
disefio de experimentos que sean representativos de
la acumulacién y deposicion al mismo tiempo. Final-
mente, la acumulacion y deposicion de microesferas
dependera de la disponibilidad de este morfotipo en
el ambiente. Trabajos preliminares realizados en el
campo experimental donde se recolectaron los talos
para este ensayo, no encontraron microesferas en

los talos liquénicos. Esta ausencia permitié ignorar
a priori la posibilidad de acumulaciéon y deposicion
de microesferas que tengan su origen en el campo
experimental y que puedan, por lo tanto, interferir
con el experimento.

CONCLUSIONES

El presente trabajo, por primera vez, realiza una
exploracion experimental de la deposicion y acumu-
lacion de MP en talos liquénicos. El trabajo pionero
de Loppi et al. (2021) demostrd de que los liquenes
podian acumular MP, mientras que aqui demostramos
que las microesferas plasticas pueden ser depositadas
e incluso acumuladas en los talos dentro de periodos
de tiempo relativamente cortos. La complejidad
estructural de los talos liquénicos, representados
por su dimension fractal, demostro ser el factor que
determina la cantidad de MP depositados en los ta-
los. Estos resultados generan una nueva hipétesis de
trabajo relacionada con la capacidad de acumulacion
y deposicion de MP en comunidades que habitan
areas con diferentes niveles de perturbacion humana.
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