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RESUMEN

En el norte del Perd, el cangrejo de manglar Ucides occidentalis tiene gran
importancia por su rol ecoldgico, econémico y social. En el presente
estudio, reportamos por primera vez la presencia de microplasticos (MPs)
en las branquias y tracto digestivo del cangrejo de manglar U. occidentalis.
La media abundancia de MPs fue diferente en ambos tejidos (p=0.0045). Un
total de 6 diferentes tipos fueron registrados, el mayor porcentaje
correspondio a las fibras (59.64- 61.05%) y films (19.28 - 36.63%), siendo las
fibras transparentes el componente mds importante en las branquias (125)
y tracto digestivo (192). El comportamiento del cangrejo permite la entrada
de microplasticos con un tamafio menor de 250 um en las branquias (90%) 5
y tracto digestivo (53.79%). A pesar de que el presente estudio es una linea
base para la rapida identificacion de microplastic en el cangrejo de manglar,
sugerimos que estos resultados proveen mas informaciéon del estado de
contaminacion; asi como ser de alerta de seguridad alimentaria para los
mercados locales de la ciudad de Tumbes.

Palabras clave: cangrejo de manglar; fibras, branquias; tracto digestivo;
seguridad alimentaria.
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ABSTRACT

In northern Peru, the mangrove crab Ucides occidentalis has a high
importance due to its ecological, economic, and social role. In this study, we
reported for the first time microplastic presence in gills and digestive tract
of the mangrove crab U. occidentalis. The microplastic median abundance
was different between both tissues (p=0.0045). A total of 6 different
microplastic types were recorded, the higher percentages for each tissue
were fibers (59.64- 61.05%) and films (19.28 - 36.63%), being the clear
fibers the most important component for gills (125) and digestive tract
(192). The crab behavior allows microplastic sizes less than 250 um in their
gills (90%) and digestive tract (53.79%). Although, the present study is a 6
baseline for rapid identification of microplastic in the mangrove crab, we
suggested that these findings provided more information on the state of
contamination as well as food security alert for the local markets of Tumbes
city.

Key words: mangrove crab; fibers, gills; digestive tract; food security
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1. INTRODUCTION

Marine litter is mainly made up of plastic (90%) (Crawford & Quinn, 2017),
with land-based sources contributing 80% of that plastic litter, associated
with the fastest-growing size population and the lack of waste management
infrastructure (Jambeck et al., 2015). Furthermore, direct input such as
aquaculture, fisheries (loss of nets), maritime transport and tourism (loss of
litter) (Barboza et al., 2018), contributed large amounts of plastic that
through currents within the Humboldt Current System (HCS) transfer
floating plastic into the South Pacific Subtropical Gyre (SPSG) (Thiel et al.,
2018).

Due to its persistence for centuries, plastic is considered a risk to global
environment, socio-economic wellbeing, and an impact on food security
(Botterell et al., 2019; Walkinshaw et al., 2020). However, the main concern

is on any plastic particles between 1 um —5 mm denominated microplastic,
which are created at micro scale (primary microplastics) or derived through
degradation in the environment (secondary microplastics) (Crawford &
Quinn, 2017; Watts et al., 2014); morphological properties including shape, 7
size and color of the plastic are also important for the rapid identification

of main sources of contamination, exposure to biota and their fate in the
environment (Rodriguez-Seijo & Pereira, 2017).

This plastic particles can interact with different species through trophic
levels by ingestion; including marine mammals (Zhu et al., 2019), seabirds
(Provencher et al., 2018) ,fish (Pannetier et al., 2020), crustaceans (Cau et
al., 2019), mollusk ( Li et al., 2018), echinoderms (Plee & Pomory, 2020),
corals (Rotjan et al.,, 2019) and zooplankton (Botterell et al., 2019);
moreover, microplastics can accumulate organisms on their surface
(biofouling) being able to represent potential pathogens (Kooi et al., 2017).
The presence of microplastics has also been detected in commercial
seafood consumed by humans (Walkinshaw et al., 2020); fish (e.g., peruvian
anchovy), bivalves, crustaceans (e.g., blue crab) and echinoderms (Baechler
et al., 2020; J. Li et al., 2015; Ory et al., 2017; Waddell et al., 2020).
Microplastics have been shown to accumulate in the gills or gastrointestinal
tract, with human exposure to plastics occurring where the whole organism
is consumed (Baechler et al., 2020).
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Microplastics pieces have been found in different ecosystems (Pauna et al.,
2019) including coastal mangrove (Garcés Ordoénez et al., 2019). This
ecosystem function as a natural biological filter to wastes from marine and
land-based sources (Martin, Almahasheer & Duarte., 2019); they trap
marine plastic debris for years, especially when they are geographically
close to maritime routes and have large amount of pneumatophores
(Cordova et al. 2021). They remove and degrade different type of
contamination in water and sediment (plastic, pesticides and heavy metals),
allowing the presence of microplastics in the sediment, water column and
local aquatic organisms (including fish production from wild or aquaculture
fisheries and commercial crabs) (Cordova et al. 2021; Barasarathi et al.,
2014; Moroyoqui-Rojo et al., 2015).

As mentioned before, microplastic have the ability to interact with different
mangrove species through trophic levels, especially in commercial seafood
that may have implications for food security (Cordova et al., 2021). In Peru,
the mangrove crab Ucides occidentalis plays an important role in this
ecosystem promoting the retention of nutrients, the reduction of organic
matter to increase nitrogen recycling in mangrove soils and the oxygenation
and fertilization of muddy soil through the construction of its burrow
(Solano, F & Moreno, J, 2009; Zambrano & Meiners, 2018) (Nordhaus & 8
Wolff, 2007). These crabs are considered ecosystem engineers since they
change the availability of resources for associated organisms by modifying
the physical structure, transport conditions and the chemistry of the
substrate (Advincula, 2017). As a commercially exploited, edible species, its
main wholesale centers are in Tumbes (El Tumpis) and Zarumilla (Puerto 25
and El Bendito), with 2,204,585 kg (70.62%) landed each year compared to
the black shell (34.3%), hollow shell (3.82%) and striped shell (5.79%)
(Ordinola et al., 2013). Through seafood humans can ingest 37 microplastics
annually (Baechler et al., 2020). Even though humans can remove 90% of
microplastics through feces, they may have adverse effects on human
health (disturbance of the gut microbiome, transfer of pollutant and
inflammatory responses) (Wright & Kelly, 2017).

In Tumbes, the mangrove receives the waters of Tumbes River (INRENA,
2007). In the river, the city’s sewage is discharged directly without prior
treatment, as the wastewater treatment system is not optimal and has
been malfunctioning since 2007 (SUNASS, 2010). Lebreton et al. (2017)
considered rivers as a main source of microplastics input. Additionally,
human activities in the mangrove ecosystem: tourism, recreational
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activities and marine industries (aquaculture) can affect the abundances of
microplastics (Andrady, 2011). In Tumbes mangroves, the tourist and
recreational zone comprises a total area of 137.5 ha, where U. occidentalis
is located (INRENA, 2007). Also, the aquaculture of shrimp in mangrove
zones (INRENA, 2007), produced microplastics that could enter directly to
the mangrove environment by currents or tides (Cole et al. 2011; Deng et
al. 2021). While microplastics have been identified in a variety of edible
shellfish species, (Deng et al. 2021; Walkinshaw et al. 2020), there have
been no studies upon the mangrove crab Ucides occidentalis, one of the
most important crustaceans for mangrove ecosystem in Tumbes.

Therefore, the objective of this study is to characterize and morphologically
classify the presence of microplastics in the gills and digestive tract of the
mangrove crab (Ucides occidentalis) sourced from the main local markets
in Tumbes city, Peru.

2. MATERIALS AND METHODS
Sample site

Ucides occidentalis (Ortmann, 1897) has a distribution from Isla Espiritu
Santo (Mexico) to San Pedro de Vice mangrove, Sechura (Peru) (Aleméan &
Ordinola, 2017). In the present study the principal city local markets were
selected: El Tumpis and Tumbes Market (Figure 1).
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Figure 1. Local markets in Tumbes city, Peru. El Tumpis(.) and Tumbes
Market (@).

Thirty male crabs were purchased from the local markets in the city of
Tumbes fulfilling with the minimum landing size (MLS) according to the
Peruvian Article No.2 and 5 of RM 445-2014-PRODUCE with a
cephalothorax width (CW) greater than 65 mm (Table 1 and Figure 2). The
samples were transported in a cooler with cotton and water to the
Universidad Nacional de Tumbes laboratory.

Each mangrove crab was dissected out for its gills and digestive tract for
digestion and characterization, stored separately in falcon tubes. To
prevent airborne contamination, the falcon tubes were covered in
aluminum foil and stored in a hermetical cooler at 0°C (Naji et al., 2018) to
be transported to the laboratory in Instituto del Mar del Perd (IMARPE) in
Lima until further treatment.
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Table 1. Ucides occidentalis (mangrove crab) width and length from the
local markets (n=30).

Size (mm)

Cephalotorax width

Sites Cephalotorax length (CL)

(Cw)
El Tumpis (n=10) 82.61+4.64 57.39 +3.05
Tumbes Market
(n=20) 78.58 +6.23 55.79+4.92

11
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Figure 2. Mangrove crab (Ucides occidentalis)
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Quality assurance (QA)

The laboratory was kept clean, all the work surfaces were wiped with 70%
ethanol and all the windows and doors were closed to avoid air movement.

To avoid potential contamination in the treatment, KOH was filtered
through a support membrane filter with a pore size of 0.2 um and the
distilled water was vacuum filtered over a cellulose membrane with a pore
size of 0.45 um prior to use. Then, all the apparatus (falcon tubes, glass
beakers, petri dishes), were rinsed with distilled water four times before
use. Air movement during filtration was minimized using a “protector” in
the laminar flow cabinet.

Digestion of the soft tissue

According to Protocol 1b with a modification by Dehaut et al., (2016)
approximately 50 ml of 10% KOH was added to each falcon tube to digest
the organic matter and placed in an incubator at 60°C for 48 hours.

Due to their habitat in muddy areas (Aleman & Ordinola, 2017), the
sediment protocol by Coppock et al., (2017) was used to extract
microplastics from the sediments. Therefore, 30 Beakers (100 ml) were
sterilized where the digestive tract and 450 ml of water were added with
83 g of NaCl and 9 g of ZnCl,. A magnetic stirrer was used to mix them for 5
min at 70 rpm and kept in an incubator at 30 °C to avoid evaporation.

12

Filtration and characterization

The supernatant in the samples were vacuum filtered over a support
membrane filter (hydrophilic polyethersulfone - PES) with a pore size of
0.2 um (Support ® 100, Gelman Sciences) in a laminar flow cabinet.

Finally, a stereoscope and a digital camera with the program Motic Images
Plus 3.0 was used for visual identification and classification of microplastic
by their morphological and physical characteristics including count, shape,
color and size described by Kovac VirSek et al. (2016).

Statistical analysis

To compare the abundance of microplastics between the gills and digestive
tract of the mangrove crab. First, the normality (Shapiro-Wilk’s test) and
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homogeneity of variance (Levene’s test) were calculated. To be considered
statistically significant the p-value was established at 0.005. The data did
not meet the criteria for parametric statistics (Shapiro-Wilk normality test
and Levene’s homogeneity test p-values <0.005). Consequently, the Mann
Whitney-Wilcoxon test was used to compare differences in the microplastic
abundance between gills and digestive tracts. No blank correction was
applied, we used an air filter to avoid microplastics contamination. All
analyses were performed with Microsoft Excel and RStudio (R Core Team,
2016).

3. RESULTS

The number and type of microplastics were recorded for gills and digestive

tract. Six categories were identified to classify microplastic according to

their shape: foam, film, fragment, pellet, fiber and microbead (Figure 3).

The microplastic median abundance was significantly different (p=0.0045)
between gills and digestive tract. The higher percentages of microplastics

type for each tissue were fibers and films (Table 2). The color of each
microplastics type related to the tissue was described: In the gills a greater 13
number of clear fibers (125) and black films (77) were found; instead, in the
digestive tract clear fibers (192) and black fragments (81) were the most
predominant (Figure 4).
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Figure 3. Different types of microplastics in the mangrove crab. Foam (A),
Film (B), Fragment (C), Pellet (D), Fiber (E) and Microbead (F).

Table 2. Total percentage (%) of microplastic type for each tissue (gills and

digestive tract) in U. occidentalis.

Percentage
Tissue Type Number of items (%)
Gills Fiber 290 61.05
Film 174 36.63
Fragment 1 0.21
Pellet 7 1.47
Foam 3 0.63
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Total 475 52.57

Digestive tract Fiber 266 59.64

Film 86 19.28

Fragment 90 20.18

Foam 3 0.67

Microbead 1 0.22

Total 446 48.43

Digestive tract Gills
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Figure 4. Microplastics abundances according to their color type and

examined tissue.

The size of microplastic ranged from 2 um to 5 mm in the gills and digestive
tract of the mangrove crab. Microplastic with a size less than 250 um were
the most common, consisting of 90% for gills and 53.79% for digestive tract
(Figure 6). The digestive tract (46.21%) had microplastic larger sizes (0.25 —
5 mm) than the gills (10%) (Figure 5).
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Figure 5. Composition of the different size classes found in the gills and

digestive tract. 16

Table 3. Microplastic abundance (Mean £ SD) in U. occidentalis in gills and
digestive tract.

. No. of . e
Tissue individual No:MPs particles/individual
Gills 30 15.83 £4.38
Digestive tract 30 14.86 £ 3.59

4. DISCUSSION

The present study represents the first report of microplastic in the gills and
digestive tract of the mangrove crab U. occidentalis from Tumbes. Our
study evidenced microplastic presence in 100% of the evaluated organisms.
This could be due to the origin of the crab; the local markets commercializes
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mangrove crabs from the high intertidal zone (INRENA, 2007), the plastic
pollution in this area is directly linked to the number of habitants in its zone
(Yin et al., 2019). Furthermore, the intertidal zone, where the crab makes it
burrows, is composed with the root system of the mangrove Rhizophora
mangle (Garcés Orddiez et al., 2019; Zambrano & Meiners, 2018); studies
showed great abundance of microplastic in the roots of the mangrove, that
act like litter traps (Garcés Orddiiez et al., 2019; Martin et al., 2019).

Crabs’ ingestion and ventilation systems are the main pathways of
microplastic entry into crabs (Daniel et al., 2021). All the commercial crabs
of the Infraorder-Brachyura (Table 4). reported microplastic presence in the
gills and digestive tract. Mufti et al. (2020) recorded the highest
microplastic average for the mangrove crab Metopograpsus quadridentata,
this is due to its feeding behavior as omnivorous- scavender, consuming a
wide variety of invertebrate, while in our study Ucides occidentalis is a
detritivorous specie, consuming mangrove leaves (Zambrano & Meiners,
2018).

The tissues of U. occidentalis and Eriocheir sinensis have similar microplastic
per individual + SD (Table 4). U. occidentalis and E. sinensis are burrowing
crabs and their lifestyle increases exposure to plastic (McGoran et al.,
2020). Also, the burrowing activity allowed the presence of mud in the
stomach of many crabs (Clark et al., 1997). McGoran et al., (2020),
evidenced 1.9% of mud in the stomach of E. sinensis and 16.0% in Carcinus
maenas. Also, in this study we evidence the presence of mud in every
digestive tract of each crab.

17

U. occidentalis is a detritivorous species that mainly ingest plant material of
Rhizophora mangle and organic sediment on the mangrove floor
(Zambrano & Meiners, 2018). The detritivorous mangrove crab
Parasesarma bidens, needs its gills to breathe and has employed different
mechanisms to retain water into gills chambers (Not et al., 2020). In this
study, microplastic median abundance was significant different between
the gills and digestive tract (p=0.0045). The microplastic percentage was
higher for the gills (52.57%) than in the digestive tract (48.43%) (Table 2).
Villagran et al., (2020) reported higher proportions of microplastic in gills
with 77-91% in the crab Neohelice granulata, associated with the plastic
particle in the water column. However, only 10% of microplastic were found
in the gills of the mangrove crabs P. bidens, Metopograpsus frontalis and
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Thalamita crenata, dismissing the ventilation system as a possible route of
microplstic intake (Not et al., 2020); our results, confirmed that the gills of
U. occidentalis are the main pathway of microplastic intake by the retention
mechanisms present in the gills.

The presence of microplastic in the gills and digestive tract of U. occidentalis
could cause serious harm to the crab, the fine particles can block the glands
of the digestive system disturbing body functions such as the absorption of
nutrients, the storage of energy reserves and the segregation of digestive
enzymes (Brennecke et al., 2015). Discontinuation of these functions can
lead to a decrease in the organism performance and in the ecosystem
services it provides as the bio-ecological dynamic balance of the mangrove
ecosystem (Brennecke et al., 2015; Zambrano & Meiners, 2018).
Additionally, microplastic retention in the digestive tract may affect the
organism's health by giving the crab a feeling of false satiety, affecting their
feeding behavior (Walkinshaw et al., 2020).

Although, the PLT can be detoxified by the day 21 and this may result from
a decapod behavior called “gill grooming”, crabs counteract the
colonization of microbes in their gills since their habitat is exposed to
microbial fouling (Waite et al.,2018, Farrel & Nelson., 2013). Likewise, the
ocypodid mangrove crab Paraleptuca splendida had the lowest content of
plastic particle in their stomach; the active filtering prevented the ingesting
of large microplastic which are expelled through feces (Not et al., 2020).

18

Fibers were the most common microplastic morphotype in U. occidentalis
for gills (61.05%) and digestive tract (59.64%). The predominance of fibers
is consistent with the reports of Panapeus herbstii (85%) (Waite et al.,
2018), Chiromantis dehaani (59.15%) (Zhang et al. 2020), N. granulata
(60%) (Villagran et al., 2020), C. maenas and E. sinensis (78%) (McGoran et
al., 2020). The presence of fibers in the gills of mangrove crabs is consistent
with its presence in filtering organisms such as bivalves during their
ventilation process (Li et al., 2018; J. Li et al., 2015; Not et al., 2020). Also,
the low density of the fibers allows their abundance in the water surface,
which is in direct contact with the crab ventilation system (Dai et al.,2018).
Horn et al. (2020) found that with an increasing number of fibers in the crab
organs or tissue, crab mortality severely increased.

The study conducted by Syakti et al. (2017) indicated that 71% of floating
microplastic s with sizes between 0.33 to 5 mm are white or clear (71%),
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blue (19%), green (11%), red (5%), black (2%) and yellow (1%). A wide range
of species such as seabirds, sea turtles and the planktivorous pelagic fish
Decapterus muroadsi showed selectivity to blue (40%) microplastic ranging
from 0.2 to 5 mm resembling their copepod prey ( Ory et al., 2017).
Nevertheless, in our study clear, black and blue microplastic were the most
common in all sites with sizes below 0.25 mm (Figures.3 -4). Other studies
also reported the clear or white color to be the most predominant (Daniel
et al., 2021; McGoran et al., 2020; Zhang et al., 2019), it showed in Table 4.
Organisms will eat microplastic colors that resemble their natural food (Ory
et al., 2018), especially light colors (clear, white and grey) and some black
color (Engler, 2012).

Microplastics with a size range of 0.002- 0.25 mm constituted 90% in the
gills and 53.79% in the digestive tract of U. occidentalis (Figure 5); this is
also showed in the crab Portunus pelagicus with a maximum microplastic
size of 200 um (Table 4); the presence of gastric mills in the crabs digestive
tract, which is used to break down food, could be the reason of microplastic
reduction facilitating PLT translocation (Daniel et al., 2021; McGaw & Curtis,

2013).

19
The translocation of plastic particles to the organs and tissues of crabs has

been identified (Brennecke et al., 2015; Crooks et al., 2019; Farrell &
Nelson, 2013; Watts et al., 2014). Necora puber, C. maenas and Uca rapax
smaller PLT sizes were found to enter the brain, ovary, gills, stomach and
hepatopancreas (Brennecke et al., 2015; Crooks et al., 2019; Watts et al.,
2014). However, sizes < 10 um can translocate into the Hemolymph
generating toxicological effects of the plastic in association with the organs
or tissues (Watts et al., 2014).

Morphologically the surface of the microplastic evidenced a lower degree
of degradation (Figure 3). The microplastic films and fragments edges were
fractured (Figure 3B and Figure 3C), and the surface of microplastic pellets
had a cracked texture (Figure 3D). The surface morphology of plastic is
affected by physical, biological, and chemical processes in the coastal
environment producing degradation (Li et al., 2019). Dai et al. (2018) also
observed that the irregular surfaces and edges in microplastic may increase
the probability of attachment and adhesion of contaminants or
microorganisms (biofouling), decreasing their buoyancy.
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The plastic association with microbial community (plastisphere) is present
in intertidal zones, bacteria pathogens for humans and animals such as
Vibrio sp., Leptolyngbya sp. and Pseudomonas spp. were attached to
microplstic samples taken from the Yangtze estuary in China (Jiang et al.,
2018). This can have implications for food security, especially, for those
species that are in direct contact with PLT and live-in areas with no sanitary
management (Walkinshaw et al.,, 2020). Mangrove crab meat (U.
occidentalis) can be contaminated with microbial agents: Escherichia coli,
Pseudomonas spp. and Salmonella spp. (Guaman, 2012). The presence of
microplastic in the mangrove crab shown in this study and the lack of
wastewater treatment system in Tumbes region (SUNASS, 2010), increases

the risk of contracting pathogens that could affect the organism and human
health.

Table 4. Comparison of microplastic abundance and their morphological
properties between commercial crabs of the same Infraorder: Brachyura.

20
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CONCLUSION

Our research reported the first evidence of microplastic in the gills and the
digestive tract of the mangrove crab U. occidentalis. The plastic litter in the
mangrove and in the local markets allowed the presence of microplastic in
all organisms. Being the gills the main pathway of microplastic intake in the
mangrove crab, according to its retention mechanisms. Although the
present study is a baseline for rapid identification of microplastic in the
mangrove crab, we suggested that these findings provided more
information on the state of contamination as well as food security alert for
the local markets of Tumbes city.
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1. INTRODUCCION

La basura marina estd compuesta principalmente de pldstico (90%) 22
(Crawford & Quinn, 2017), las fuentes terrestres contribuyen con el 80% de
la basura plastica, asociado al rapido crecimiento poblacional y la falta de
infraestructura para la gestion de los residuos (Jambeck et al., 2015).
Ademas, el aporte directo como la acuicultura, la pesca (pérdida de redes),
el transporte maritimo y el turismo (pérdida de basura) (Barboza et al.,
2018), contribuyen con grandes cantidades de plastico a través de las
corrientes dentro del Sistema de Corrientes de Humboldt (HCS)
transfiriendo el plastico flotante al Giro Subtropical del Pacifico Sur (SPSG)
(Thiel et al., 2018).

Debido a su persistencia durante siglos, el plastico es considerado un riesgo
global para el ambiente, bienestar socioecondmico, e impacto en la
seguridad alimentaria (Botterell et al., 2019; Walkinshaw et al., 2020). Sin
embargo, la mayor preocupacion se centra en las particulas de plastico con
un tamaino entre 1 um — 5 mm denominados microplasticos, que pueden
ser creados a escala microscopica (micropldsticos primarios) o degradados
en el medio ambiente (micropldsticos secundarios) (Crawford & Quinn,
2017; Watts et al., 2014); sus propiedades morfolégicas como la forma, el
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tamafo y el color también son importantes para la rapida identificacién de
las principales fuentes de contaminacidn, exposicion a la biota y su destino
en el medio ambiente (Rodriguez-Seijo & Pereira, 2017).

Asimismo, las particulas de plastico pueden interactuar con diferentes
especies a través de los distintos niveles tréficos; incluyendo mamiferos
(Zhu et al., 2019), aves marinas (Provencher et al., 2018) ,peces (Pannetier
et al., 2020), crustaceos (Cau et al., 2019), moluscos ( Li et al., 2018),
equinodermos (Plee & Pomory, 2020), corales (Rotjan et al.,, 2019) vy
zooplancton (Botterell et al.,, 2019); ademas, lo microplasticos pueden
acumular microorganismos en su superficie (bioincrustacién) pudiendo
representar patoégenos potenciales (Kooi et al., 2017). La presencia de
microplasticos también se ha detectado en mariscos y peces comerciales
consumidos por humanos (Walkinshaw et al., 2020); peces (e.g.,anchoveta
peruana), bivalvos, crustaceos (e.g., blue crab) y equinodermos (Baechler
et al., 2020; J. Li et al., 2015; Ory et al., 2017; Waddell et al., 2020). Se ha
demostrado que los microplasticos se acumulan en las branquias y/o en el
tracto gastrointestinal de las especies comerciales, teniendo mayor
exposicion hacia los plasticos cuando el humano consume todo el
organismo (Baechler et al., 2020). 53
Los micropldsticos han sido encontrados en distintos ecosistemas (Pauna et
al., 2019) incluyendo los manglares costeros (Garcés Orddiiez et al., 2019).
Este ecosistema funciona como un filtro biolégico natural para los desechos
de fuentes marinas y terrestres (Martin, Almahasheer & Duarte., 2019);
atrapando desechos plasticos durante afos, especialmente cuando estan
geograficamente cerca de rutas maritimas y tienen una gran cantidad de
neumatdforos (Cordova et al. 2021). Ademas, eliminan y degradan
diferentes tipos de contaminacion en el agua y los sedimentos (plasticos
pesticidas y metales pesados), lo que permite la presencia de microplasticos
en el sedimento, la columna de agua y los organismos acuaticos locales
(incluyendo a la acuicultura y los cangrejos comerciales) (Cordova et al.
2021; Barasarathi et al., 2014; Moroyoqui-Rojo et al., 2015).

Como se menciond anteriormente, los microplasticos tienen la capacidad
de interactuar con diferentes especies a través de niveles troficos,
especialmente en especies comerciales que pueden tener implicaciones
para la seguridad alimentaria (Cordova et al., 2021). En Peru, el cangrejo de
manglar Ucides occidentalis juega un papel importante en este ecosistema
promoviendo la retencién de nutrientes, la reduccién de materia organica
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para incrementar el reciclaje de nitrégeno en suelos de manglar, la
oxigenaciodn y fertilizacion de suelos fangosos a través de la construccion de
su madriguera (Solano, F & Moreno, J, 2009; Zambrano & Meiners, 2018)
(Nordhaus & Wolff, 2007). Estos cangrejos son considerados ingenieros de
ecosistemas ya que cambian la disponibilidad de recursos para los
organismos asociados al modificar la estructura fisica, las condiciones de
transporte y la quimica del sustrato (Advincula, 2017). Como especie
comestible explotada comercialmente, sus principales centros mayoristas
se encuentran en Tumbes (El Tumpis) y Zarumilla (Puerto 25 y El Bendito),
con 2.204.585 kg (70,62%) desembarcados cada ano frente a la concha
negra (34,3%), concha huequera (3,82%) y concha rayada (5,79%) (Ordinola
et al., 2013). A través de las especies marinas comerciales, los humanos
pueden ingerir 37 microplasticos al ano (Baechler et al., 2020). Aunque los
humanos pueden eliminar el 90% de los microplasticos a través de las
heces, pueden tener efectos adversos en la salud humana (alteracion del
microbioma intestinal, transferencia de contaminantes y respuestas
inflamatorias). (Wright & Kelly, 2017).

En Tumbes, el manglar recibe las aguas del rio Tumbes (INRENA, 2007). En
el rio, las aguas residuales de la ciudad se descargan directamente sin
tratamiento previo, ya que el sistema de tratamiento de aguas residuales 24
no es Optimo y no funciona correctamente desde 2007(SUNASS, 2010).
Lebreton et al. (2017) considera a los rios como la principal fuente de
entrada de microplasticos. Ademas, las actividades humanas en el
ecosistema de manglares: el turismo, las actividades recreativas y las
industrias marinas (acuicultura) pueden afectar la abundancia de
microplasticos. (Andrady, 2011). En los manglares de Tumbes, la zona
turistica y recreativa comprende un area total de 137.5 ha, donde se ubica
U. occidentalis (INRENA, 2007). Ademas, la acuicultura de camardn en zonas
de manglar (INRENA, 2007), puede producir micropldsticos que podrian
ingresar directamente al ambiente del manglar por corrientes o mareas
(Cole et al. 2011; Deng et al. 2021). Si bien se han identificado
microplasticos en una variedad de especies marinas comestibles (Deng et
al.2021; Walkinshaw et al.2020), no se han realizado estudios sobre el
cangrejo de manglar Ucides occidentalis, uno de los crustdceos mas
importantes para el ecosistema de manglar en Tumbes.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio es caracterizar y clasificar
morfoldgicamente la presencia de microplasticos en las branquias y tracto
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digestivo del cangrejo de manglar (Ucides occidentalis) proveniente de los
principales mercados locales de la ciudad de Tumbes, Perd.

2. MATERIALES Y METODOS

Lugar de muestreo
Ucides occidentalis (Ortmann, 1897) tiene una distribucién desde Isla
Espiritu Santo (México) hasta el manglar San Pedro de Vice, Sechura (Peru)
(Alemdan & Ordinola, 2017). En el presente estudio se seleccionaron los
principales mercados locales de la ciudad: El Tumpis y Mercado de Tumbes

(Figura 1).
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Figura 1. Mercados locales en la ciudad de Tumbes, Perd. El Tumpis (.) y
Mercado de Tumbes (.).

Treinta cangrejos machos fueron comprados en los mercados locales de la
ciudad de Tumbes cumpliendo con el tamafio minimo de extraccion (TME)
de acuerdo con el articulo peruano N ° 2y 5 de RM 445-2014-PRODUCE con
un ancho de cefalotérax (AC) mayor a 65 mm (Tabla 1 y Figura 2). Las
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muestras fueron transportadas en un cooler con algodén y agua al
laboratorio de la Universidad Nacional de Tumbes.

Las branquias y tracto digestivo de cada cangrejo fueron diseccionados para
su digestidn y caracterizacion, almacenado por separado en tubos Falcon.
Para evitar la contaminacion por el aire, los tubos Falcon se cubrieron con
papel de aluminio y se almacenaron en un cooler hermética a 0 ° C (Naji et
al., 2018) para ser transportados al laboratorio del Instituto del Mar del
Peru (IMARPE) en Lima hasta mds tarde. tratamiento.

Tabla 1. Ucides occidentalis (cangrejo de manglar) ancho y largo de los
mercados locales (n=30).

Size (mm)

Ancho del cefalotorax

Lugar Largo del cefalotorax (LC)

(AC)
El Tumpis (n=10) 82.61+4.64 57.39 +3.05 26
Mercado Tumbes
(n=20) 78.58 +6.23 55.79+4.92
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Fig.ura 2. Cangréjo de manglar (Ucides occidentalis)

Calidad del estudio (CE) 27

El laboratorio se esterilizo, todas las superficies de trabajo se limpiaron con
etanol al 70%, todas las ventanas y puertas se cerraron para evitar el
movimiento del aire.

Para evitar la contaminacién potencial durante el tratamiento, se filtréo KOH
a través de un filtro de membrana de soporte con un tamafio de poro de
0,2 umy el agua destilada se filtrd al vacio sobre una membrana de celulosa
con un tamafo de poro de 0,45 um antes de su uso. Luego, todos los
aparatos (tubos Falcon, vasos de precipitados de vidrio, placas de Petri) se
enjuagaron con agua destilada cuatro veces antes de su uso. El movimiento
de aire durante la filtracion se minimizé utilizando un "protector” en la
cabina de flujo laminar.

Digestion del tejido blando

De acuerdo con el Protocolo 1b con una modificacion de Dehaut et al,,
(2016) se agregaron aproximadamente 50 ml de KOH al 10% a cada tubo
Falcon para digerir la materia orgdnica y se colocaron en una incubadora a
60 ° C durante 48 horas.
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Debido a su hdbitat en areas fangosas (Alemdn & Ordinola, 2017), se utilizé
el protocolo de sedimentos de Coppock et al., (2017) para extraer MPs de
los sedimentos. Por lo tanto, se esterilizaron 30 vasos de precipitados (100
ml) donde se adiciond el tracto digestivo y 450 ml de agua con 83 g de NaCl
y 9 g de ZnCl2. Se utilizdé un agitador magnético para mezclarlos durante 5
min a 70 rpm y se mantuvo en una incubadora a 30 ° C para evitar la
evaporacion.

Filtracidn y caracterizacion

El sobrenadante de las muestras se filtré al vacio sobre un filtro de
membrana de soporte (polietersulfona hidrofila - PES) con un tamaio de
poro de 0,2um (Support® 100, Gelman Sciences) en una cabina de flujo
laminar.

Finalmente, se utilizd un estereoscopio y una camara digital con el
programa Motic Images Plus 3.0 para la identificacion visual y clasificacion
de los parlamentarios por sus caracteristicas morfologicas y fisicas,
incluyendo recuento, forma, color y tamano descritos por Kovac Virsek et
al. (2016).

Analisis estadistico

Comparar la abundancia de microplasticos entre las branquias y el tracto
digestivo del cangrejo de manglar. Primero, se calcularon la normalidad
(prueba de Shapiro-Wilk) y la homogeneidad de la varianza (prueba de
Levene). Para ser considerado estadisticamente significativo, el valor de p
se establecié en 0,005. Los datos no cumplieron los criterios para la
estadistica paramétrica (prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y valores de
p de la prueba de homogeneidad de Levene <0,005). En consecuencia, se
utilizoé la prueba de Mann Whitney-Wilcoxon para comparar diferencias en
la abundancia de MP entre branquias y tractos digestivos. No se aplico
correccion en blanco, utilizamos un filtro de aire para evitar Ia
contaminacion por MP. Todos los analisis se realizaron con Microsoft Excel
y RStudio (R Core Team, 2016).

28

3. RESULTADOS

Se registro el numero y tipo de microplasticos para las branquias y el tracto
digestivo. Se identificaron seis categorias para clasificar los microplasticos
segun su forma: tecnopor, film, fragmento, pellet, fibra y microperla (Figura
3). La abundancia mediana de microplasticos fue significativamente
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diferente (p = 0,0045) entre branquias y tracto digestivo. Los porcentajes
mas altos de tipo MP para cada tejido fueron fibras y peliculas (Tabla 2). Se
describio el color de cada tipo de MP relacionado con el tejido: En las
branquias se encontré un mayor nimero de fibras transparentes (125) y
films negros (77); en cambio, en el tracto digestivo las fibras transparentes
(192) y los fragmentos negros (81) fueron los mas predominantes (Figura
4).

29

Figura 3. Diferentes tipos de microplasticos en el cangrejo de manglar.
Tecnopor (A), Film (B), Fragmento (C), Pellet (D), Fibra (E) y Microperla (F).

Tabla 2. Porcentaje total (%) de cada tipo de microplastico en cada tejido
(branquias y tracto digestive) de U. occidentalis.
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Tejido Tipo Numero de items Porcentaje(%)
Branquias Fibra 290 61.05
Film 174 36.63
Fragmento 1 0.21
Pellet 7 1.47
Tecnopor 3 0.63
Total 475 52.57
Tracto
digestivo Fibra 266 59.64
Film 86 19.28
Fragmento 90 20.18
Tecnopor 3 0.67
Microperla 1 0.22
Total 446 48.43
Digestive tract Gills
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Figura 4. Abundancia de micropldsticos segun su tipo de color y tejido

examinado.
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El tamafo del microplastico oscilé entre 2 um y 5 mm en las branquias y el
tracto digestivo del cangrejo de manglar. Los MP con un tamafio menor a
250 um fueron los mas comunes, consistiendo en un 90% para las branquias
y un 53,79% para el tracto digestivo (Figura 6). El tracto digestivo (46,21%)
tenia MPs de mayor tamaiio (0,25 - 5 mm) que las branquias (10%) (Figura

5).
100% -
75% -
Size (mm)
@
=2 . 0.002-0.25
g 50%- B 025-05
E 05-1.0
10-5.0
250 -

Digestive tract Gills
Tissue

Figura 5. Composicién de los diferentes tipos de las diferentes clases de
tamafo que se encuentran en las branquias y el tracto digestivo

Tabla 3. Abundancia de microplasticos (Media + SD) en U. occidentalis en
branquias y tracto digestivo.

. No. De _ . o
Tejido individuos No:MPs particulass/individuo
Branquias 30 15.83 £4.38
Tracto digestivo 30 14.86 £ 3.59
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4. DISCUSION

El presente estudio representa el primer reporte de micropldsticos en
branquias y tracto digestivo del cangrejo de manglar U. occidentalis en
Tumbes. Nuestro estudio evidencid la presencia de microplasticos en el
100% de los organismos evaluados. Esto podria deberse al origen del
cangrejo; los mercados locales comercializan cangrejos de manglar de la
zona intermareal alta (INRENA, 2007), la contaminacidon plastica en esta
zona esta directamente relacionada con el nimero de habitantes (Yin et al.,
2019). Ademads, en el intermareal, el cangrejo de manglar hace sus
madrigueras, esta zona al estar compuesta por el sistema radicular del
mangle Rhizophora mangle (Garcés Ordoiez et al., 2019; Zambrano &
Meiners, 2018); puede almacenar gran abundancia de microplasticos en sus
raices, actuando como trampas para los desechos marinos (Garcés Ordoiez
et al., 2019; Martin et al., 2019).

Los sistemas de ingestidn y ventilacidn son las principales vias de entrada
de microplasticos en cangrejos (Daniel et al., 2021). Todos los cangrejos
comerciales del Infraorden-Brachyura (Cuadro 4) presentaron
microplasticos en las branquias y el tracto digestivo. Mufti et al. (2020)
registré el promedio mas alto de microplasticos para el cangrejo de manglar
Metopograpsus quadridentata, esto se debe a su comportamiento
alimenticio como omnivoro-excavador, consumiendo una amplia variedad
de invertebrados, mientras que en nuestro estudio Ucides occidentalis es
una especie detritivora, consumiendo hojas de mangle (Zambrano Y
Meiners, 2018).

32

Los tejidos de U. occidentalis y Eriocheir sinensis tienen similitud en sus
abundancias de microplasticos por individuo + DE (Tabla 4). Esto es debido
a su estilo de vida, U. occidentalis y E. sinensis son cangrejos excavadores
aumentando su exposicion al plastico (McGoran et al., 2020). Al igual que
nuestras observaciones, la mayoria de los individuos de E. sinensis y
Carcinus maenas tienden a presentar barro en su estdmago 1.9% y 16%,
respectivamente, esto es por la actividad de excavacién al realizar sus
madrigueras (Clark et al., 1997; McGoran et al., 2020)
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U. occidentalis es una especie detritivora que ingiere principalmente
material vegetal de Rhizophora mangle y sedimentos organicos en el suelo
del manglar (Zambrano & Meiners, 2018). En este estudio, la abundancia
media de microplasticos fue significativamente diferente entre las
branquias y el tracto digestivo (p = 0,0045). Villagran et al., (2020)
reportaron mayores proporciones de microplasticos en branquias con 77-
91% en el cangrejo Neohelice granulata, asociado con las particulas de
plastico en la columna de agua, algunos cangrejos de manglar detritivoros
como Parasesarma bidens han empleado diferentes mecanismos para la
retencion de agua en sus camaras branquiales (Not et al., 2020). Sin
embargo, solo el 10% de los microplasticos se encontraron en las branquias
de los cangrejos de manglar P. bidens, Metopograpsus frontalis y Thalamita
crenata, descartando el sistema de ventilacion como una posible via de
ingesta (Not et al., 2020); a pesar de ello, nuestros resultados confirmaron
que las branquias de U. occidentalis son la principal via de ingesta de
microplasticos por los mecanismos de retencion presentes en este organo.

La presencia de microplasticos en ambos érganos de U. occidentalis podria
causar graves dafos al organismo, las finas particulas pueden bloquear las
glandulas del sistema digestivo perturbando funciones corporales como la 33
absorcidon de nutrientes, el almacenamiento de reservas de energia y la
segregacion de enzimas digestivas (Brennecke et al., 2015). La interrupcion
de estas funciones puede conducir a una disminucion en el desempeiio del
organismo y en los servicios ecosistémicos que proporciona como: el
equilibrio dindmico y rol ecolégico en el ecosistema de manglar (Brennecke
et al.,, 2015; Zambrano & Meiners, 2018). Ademas, la retencion de
microplasticos en el tracto digestivo puede afectar la salud del cangrejo al
dar una sensacion de falsa saciedad, lo que afecta su comportamiento de
alimentacion (Walkinshaw et al., 2020).

A pesar de ello, mediante el comportamiento del decdpodo llamado
“acicalamiento branquial”, usado para contrarrestar la colonizacién de
microbios en sus branquias, permite la desintoxicacion de las particulas de
plastico para el dia 21 (Waite et al., 2018, Farrel y Nelson., 2013). Asimismo,
el filtrado activo que presenta el cangrejo de manglar Paraleptuca
splendida impidid la ingestion de grandes particulas de pldstico ya que
fueron expulsadas a través de las heces (Not et al., 2020).
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Las fibras fueron el morfotipo mas comun en U. occidentalis para branquias
(61,05%) y tracto digestivo (59,64%). El predominio de fibras concuerda con
los reportes de Panapeus herbstii (85%) (Waite et al., 2018), Chiromantis
dehaani (59.15%) (Zhang et al.2020), N. granulata (60%) (Villagran et al. .,
2020), C. maenas y E. sinensis (78%) (McGoran et al., 2020). La presencia de
fibras en las branquias de los cangrejos de manglar es consistente con su
presencia en organismos filtrantes como los bivalvos durante su proceso de
ventilacién (Li et al., 2018; J. Li et al., 2015; Not et al., 2020). Ademas, su
baja densidad permite su abundancia en la superficie del agua, que esta en
contacto directo con el sistema de ventilacion del cangrejo (Dai et al., 2018).
Horn y col. (2020) encontraron que, con un aumento de fibras en los
drganos o tejidos de los crustaceos, su mortalidad aumenta.

El estudio realizado por Syakti et al. (2017) indicé que el 71% de los
microplasticos flotantes con tamaios entre 0.33 a 5 mm son blancos o
transparentes (71%), azules (19%), verdes (11%), rojos (5%), negros (2%) y
amarillos (1%). Una amplia gama de especies como las aves marinas, las
tortugas marinas y el pez pelagico planctivoro Decapterus muroadsi
mostraron selectividad hacia los microplasticos azules (40%) que van desde
0,2 a 5 mm pareciéndose a sus presas (copépodos) (Ory et al., 2017). Sin 34
embargo, en nuestro estudio, los microplasticos transparentes, negros y
azules fueron los mas comunes con tamanos por debajo de 0,25 mm
(Figuras 3-4). Otros estudios (Tabla 4) también informaron que el color
transparente o blanco es el mas predominante (Daniel et al., 2021;
McGoran et al., 2020; Zhang et al., 2019). Los organismos ingieren el color
de microplasticos que se asemejen su alimento natural (Ory et al., 2018),
especialmente los colores claros (transparente, blanco y gris) y el negro
(Engler, 2012).

Los microplasticos con un rango de tamaino de 0,002 a 0,25 mm
constituyeron el 90% en las branquias y el 53,79% en el tracto digestivo de
U. occidentalis (Figura 5); esto también se muestra en el cangrejo Portunus
pelagicus con un tamaio maximo de microplasticos de 200 um (Cuadro 4);
la presencia de molinos gastricos en el tracto digestivo de los cangrejos, que
se utilizan para descomponer los alimentos, podria ser la razén de la
reduccion de microplasticos facilitando su translocacién (Daniel et al., 2021;
McGaw & Curtis, 2013). Se ha identificado la translocacion de particulas de
plastico a los érganos y tejidos de cangrejos (Brennecke et al., 2015; Crooks
et al.,, 2019; Farrell & Nelson, 2013; Watts et al.,, 2014). Las particulas
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plasticas mas pequenas ingresan al cerebro, ovario, branquias, estdmago y
hepatopdncreas de Necora puber, C. maenas y Uca rapax (Brennecke et al.,
2015; Crooks et al., 2019; Watts et al., 2014). Sin embargo, los tamafios <10
um pueden trasladarse a la hemolinfa generando efectos toxicoldgicos en
asociacion con los drganos o tejidos (Watts et al., 2014).

Morfoldgicamente la superficie de los microplasticos mostré un menor
grado de degradacion (Figura 3), los bordes de los fragmentos y films
estaban fracturados (Figura 3B y Figura 3C), y la superficie de los pellets
tenia una textura agrietada (Figura 3D). Esto se debe a los procesos fisicos,
bioldgicos y quimicos en el medio costero que producen degradacion en la
superficie plastica (Li et al., 2019). Dai et al. (2018) también observaron que
las superficies y bordes irregulares en micropldsticos pueden aumentar la
probabilidad de adsorcion y absorcién de contaminantes o
microorganismos, disminuyendo su flotabilidad.

La asociacion plastica con comunidades microbianas esta presente en zonas
intermareales, bacterias patdégenas para humanos y animales como Vibrio
sp., Leptolyngbya sp. y Pseudomonas spp. se adjuntaron a muestras de
microplasticos tomadas del estuario del Yangtze en China (Jiang et al.,
2018). Esto puede tener implicaciones para la seguridad alimentaria,
especialmente, para aquellas especies que estan en contacto directo con
las particulas de plastico y areas habitadas sin manejo sanitario
(Walkinshaw et al., 2020). La carne de cangrejo de manglar (U. occidentalis)
puede estar contaminada con agentes microbianos: Escherichia coli,
Pseudomonas spp. y Salmonella spp. (Guaman, 2012). La presencia de
microplasticos en el cangrejo de manglar mostrados en este estudio y la
falta de sistema de tratamiento de aguas residuales en la region de Tumbes
(SUNASS, 2010), aumenta el riesgo de contraer patdégenos que podrian
afectar el organismo y la salud humana.

35

Tabla 4. Comparacion de la abundacia de microplastico (MPs) y sus
propiedades morfoldgicas entre los cangrejos comerciales del mismo
Infraorden: Brachyura
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CONCLUSIONES

Nuestro estudio reportd la primera evidencia de MPs en las branquias y
tracto digestivo del cangrejo de manglar U. occidentalis. La basura plastica
en el manglary en los mercados locales permitieron la presencia de MPs en
todos los organismos. Las branquias son la principal via de ingreso de MPs
en el cangrejo de manglar por los mecanismos de retencion que esta posee.
A pesar de que el presente estudio es una linea base para la rapida
identificacion de MPs en el cangrejo de manglar, sugerimos que los
resultados proveen mas informacién del estado de contaminacion; asi
como ser de alerta de seguridad alimentaria para los mercados locales de
la ciudad de Tumbes.
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