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Lista de las figuras 

Figura 1. Protocolo experimental del estudio. En azul el poliestireno (PS), en verde el polietileno (PE) y en rojo 

el polipropileno (PP) a concentraciones fuertes (FE: 0,23mg.L-1), medias (ME: 0,15mg.L-1) y pequeñas (PE: 

0,023mg.L-1) para cada generación (Gen.). Cada control (Testigo) y tratamiento (PS, PE, PP) se realizó por 

triplicado. 

Figura 2. Ciclo de vida simplificado de Paracalanus parvus con los tiempos utilizados en los diferentes 

experimentos del estudio: t0 = lanzamiento de los nauplios, t1 = primeras mediciones y t2 = segundas mediciones 

y lanzamiento de la siguiente generación. 

Figura 3. Protocolo experimental simplificado de las medidas de las variables según los tiempos del estudio. Fito. 

= fitoplancton; repro. = reproductivas; Fx = generacion al año x; Fx+1 = generacion al año x+1;  = muerto y  = 

vivo.  

Figura 4. Cronograma del proyecto de tesis. 

Figura 5. Presupuesto del proyecto de tesis. 
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I. Introducción 

El plástico es uno de los materiales más utilizados en las actividades humanas debido a su 

facilidad de elaboración, su bajo costo y la disponibilidad de materias primas para su 

producción (Debeaufort et al., 2022). Esta producción está aumentando, pasando de 230 

millones de toneladas en 2009 a 367 millones de toneladas en 2020 (PlascticsEurope, 2010 ; 

PlasticsEurope, 2021). Así, cada año se produce una enorme cantidad de residuos plásticos que 

se llegan al medio marino, sobre todo por medio de los ríos (Bai et al., 2021). De hecho, en 

2014, la cantidad mundial de residuos plásticos oceánicos flotante se estimó en más de 250.000 

toneladas (Eriksen et al., 2014).  

Una vez en los océanos, los procesos bióticos, abióticos y biólogicos transforman los 

macroplásticos en microplásticos (MP), de menos de 5 mm (van Sebille et al., 2015). Sin 

embargo, los MP utilizados como materia prima en la industria del plástico, entre otros, pueden 

liberarse en el medio marino directamente con este tamaño (Cole et al., 2011 ; Barboza y 

Gimenez, 2015). Por lo tanto, en el medio marino, los MP podrían causar importantes 

consecuencias medioambientales. En efecto, pueden ser asimilados por una gran variedad de 

organismos como los peces (Boerger et al., 2010), las ostras (Sussarellu et al., 2016), los 

mejillones (Browne et al., 2008) o diferentes grupos de zooplancton (Fonty, 2021) como los 

copépodos marinos (Cole et al., 2013 ; Desforges et al., 2015 ; Fueser et al., 2020). Esos ultimos 

son los metazoos (animales multicelulares) más numerosos del zooplancton marino (Morales-

Ramírez, 2001) y son esenciales en el funcionamiento del ecosistema pelágico (Kasapidis et 

al., 2018) por su importancia en las redes alimentarias o la bomba biológica de carbono (BBC), 

por ejemplo. 

Los copépodos desempeñan un papel clave en la BBC, facilitando el secuestro de carbono a 

través de los flujos de sus materiales fecales hacia el bentos (Turner, 2015 ; Cole et al., 2016). 

Además, este transporte proporciona alimento a la biota que vive en el sedimento (Buesseler et 

al., 2007 ; Cole et al., 2016). Algunos estudios de laboratorio han demostrado que tras el 

consumo de MP por parte de los copépodos, estos MP son expulsados en las materiales fecales 

(Cole et al., 2013 ; Lee et al., 2013 ; Cole et al., 2016). Otros estudios han mostrado que estos 

MP tienen efectos negativos en la producción (Cole et al., 2016 ; Coppock et al., 2019 ; 

Wieczorek et al., 2019) y en el tamaño de las materiales fecales (Yu et al., 2020 ; Rodríguez-

Torres et al., 2020 ; Svetlichny et al., 2021). Estas últimas tienen menor densidad y fluyen más 

lentamente (Cole et al., 2016 ; Coppock et al., 2019 ; Wieczorek et al., 2019), lo que puede 

implicar una reducción de la eficiencia de la BBC.  
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El efecto negativo de los MP sobre la BBC podría ser amplificado, afectando al reclutamiento, 

y in fine, al tamaño de la población global (Bai et al., 2021). En efecto, se ha demostrado que 

la ingestión de MP en los copépodos disminuye la actividad de alimentación y, de hecho, reduce 

la ingesta total de energía (Bai et al., 2021). Varios estudios han demostrado que los MP 

reducen, en los copépodos, el desarrollo (Jeong et al., 2017 ; Cole et al., 2019), la fertilidad 

(Jeong et al., 2017 ; Zhang et al., 2019), el éxito de la eclosión de los huevos (Cole et al., 2015) 

y la supervivencia (Lee et al., 2013 ; Zhang et al., 2019 ; Yu et al., 2020 ; Svetlichny et al., 

2021). De facto, los copépodos representan un modelo popular para los estudios 

ecotoxicológicos, ya que son sensibles a los factores de estrés ambiental (Raju et al., 2022).  

En el medio marino, los MP son factores de estrés ambiental a los que los copépodos se 

enfrentan constantemente a lo largo de sus generaciones. Así, un estudio multigeneracional 

sobre los MP es muy importante, ya que puede simular el escenario de la vida real y, por lo 

tanto, tener relevancia e importancia medioambiental (Bai et al., 2021). Sin embargo, según 

nuestros conocimientos, sólo hay dos estudios multigeneracionales de estrés por MP en 

copépodos marinos. Lee et al. (2013) demostraron que, en las dos generaciones estudiadas, las 

concentraciones de MP (por encima de las del medio ambiente) en Trigriopus japonicus 

redujeron la fecundidad al empobrecer la nutrición e inhibir la fertilización. Zhang et al. (2019) 

mostraron que a una concentración más baja de MP (representativa del medio ambiente) se 

observa poco efecto, pero a una más alta (representativa del medio ambiente) se reduce la 

supervivencia y la capacidad reproductiva en el copépodo T. japonicus. Pocos estudios han 

analizado el efecto de los MP a concentraciones ambientalmente representativas sobre los 

copépodos (Bai et al., 2021).  

Costa Rica tiene un alto nivel de contaminación por plásticos (Rodríguez et al., 2019) y se han 

publicado pocos estudios sobre este tema y ninguno estudio en el caso particular de la 

contaminación por MP en los copépodos. Las interacciones más frecuentes entre los plásticos 

y la biota se producen en las aguas superficiales, donde se acumulan los plásticos de baja 

densidad como el polietileno (PE), el polipropileno (PP) y el poliestireno (PS) (Cole et al., 

2016). Por lo tanto, para nuestro estudio, hemos elegido la especie de copépodo Paracalanus 

parvus porque es cosmopolita y se encuentra en la capa superior del mar (Niermann y Greve, 

1997). Su carácter cosmopolita podría permitirnos de reiterar la misma experiencia en 

diferentes partes del mundo que tienen diferentes concentraciones de MP para compararlas. 

El presente estudio investigará el efecto de la exposición crónica de MP de baja densidad (PE, 

PP y PS) sobre el valor selectivo y el papel en la BBC en el copépodo P. parvus a lo largo de 
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varias generaciones. Tras la exposición crónica e intergeneracional a los MP, se esperan 

impactos individuales que podrían suponer impactos ecológicos a través de la BBC en 

particular. En particular estamos esperando efectos sobre: (1) el desarrollo (tiempo de desarrollo 

y tamaño del cuerpo), la fecundidad (producción de huevos), la sobrevivencia, e in fine la fitness 

de la población y (2) el flujo de materia fecal (producción, volumen o densidad o tasa de 

hundimiento) representativa de la eficiencia de la BBC. Por lo tanto, el presente estudio 

estimará a lo largo de tres generaciones el impacto de tres concentraciones de los MP de baja 

densidad en el copépodo P. parvus, utilizando las variables descritas anteriormente. 

II. Materiales y métodos 

Recolección y cultivo de copépodos 

Individuos de P. parvus se recolectará en el Golfo de Nicoya (GN), costa pacífica de Costa 

Rica, utilizando una red de plancton con una malla de 50µm (SDMO Quiniou ® - F131P50). 

Las muestras se mantendrán frías hasta que llegar a las instalaciones del Centro de Investigación 

en Ciencias del Mar y Limnología (CIMAR), San José, Universidad de Costa Rica, en baldes 

colocados en una hielera. Además, se tomarán tres muestras de agua de mar en el estuario del 

GN para medir las características de esta agua como el oxígeno disuelto, la salinidad y el pH 

(Hanna instruments ® - HI-98194) con el fin de preparar agua de mar artificial (AMA) de 

nuestros experimentos de acuerdo con las condiciones del GN. Los individuos adultos de P. 

parvus muestreados serán elegidos mediante una pipeta de transferencia bajo un microscopio 

de luz invertido (Olympus IX71) de acuerdo a la metodología descrita por Shore et al. (2021). 

Los copépodos se transferirán en recipientes de 3 litros y se cultivarán en el laboratorio antes 

de los experimentos. Se mantendrán los recipientes con los copépodos a una temperatura de 

28°C ± 2 (Jeyaraj y Santhanam, 2013) en un ciclo de luz/oscuridad de 12h/12h. Como alimento 

se utilizará Isochrysis galbana (6µm ± 1) con una concentración de 20 000 células.mL-1 y que 

se renovará cada día (Jeyaraj y Santhanam, 2013).  

Tipos y concentraciones de microplásticos analizados  

En este estudio, utilizaremos tres MP diferentes: PE (MPP-635VF; Micro Powders ® ; 6µm ± 

2 ; densidad de 0.97), PP (428116 ; Sigma Aldrich ® ; 5.5µm ± 1.5 ; densidad de 0.9) y PS 

(07312-5 ; Polybead ® ; 6µm ; densidad de 1.05). Los tamaños de MP utilizados (6µm ± 0.5 

en promedio) se eligieron para que fueran similares en tamaño a su alimento: Isochrysis 

galbana. Las concentraciones de MP se seleccionaron a partir del estudio de Zhang et al. (2019) 

y Goldstein et al. (2012) para ser representativo del medio ambiente, ya sea: 0.023mg.L-1 (mar 
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abierto) y 0.23mg.L-1 (giros oceánicos) . Se establecerá una tercera concentración intermedia 

de 0.15mg.L-1. 

Protocolo experimental 

Se llevarán a cabo experimentos de exposición crónica y multigeneracional utilizando la 

metodología de trabajos anteriores (Lee et al., 2013 ; Zhang et al., 2019 ; Shore et al., 2021). 

Se realizarán varios experimentos para medir: (1) el desarrollo (tiempo de desarrollo del nauplli 

hasta el adulto y tamaño del cuerpo de los adultos), (2) la fecundidad (producción de huevos), 

(3) la sobrevivencia (número de individuos vivos) y (4) las características de las materiales 

fecales (producción y tamaño). Estas mediciones nos permitirán estimar el volumen, la densidad 

y la tasa de hundimiento de las materiales fecales, así como la “fitness” de la población. Para 

cada generación (3 generaciones), cada control (exposición sin MP) y cada tratamiento 

(exposición con diferentes tipos y concentraciones de MP) tendrá tres réplicas (Fig. 1).   

 

Figura 1. Protocolo experimental del estudio. En azul el poliestireno (PS), en verde el polietileno (PE) y en rojo 

el polipropileno (PP) a concentraciones fuertes (FE: 0,23mg.L-1), medias (ME: 0,15mg.L-1) y pequeñas (PE: 

0,023mg.L-1) para cada generación (Gen.). Cada control (Testigo) y tratamiento (PS, PE, PP) se realizó por 

triplicado. 

Se utilizarán diferentes tiempos (t) durante los experimentos (Fig. 2). El tiempo 0 (t0) 

corresponderá al lanzamiento de los nauplios (~200) recién eclosionados (<24h). Al tiempo 1 

(t1), es decir aproximadamente 25 ± 5 días, los copépodos serán apenas adultos, es decir, 

acabarán de adquirir la capacidad de reproducirse. Al llegar a t1, una primera muestra de 



Gestión Integrada de Áreas Costeras Tropicales 

5 

 

individuos (~100) recién adultos (adultost1) se utilizará para realizar mediciones de desarrollo, 

fecundidad, supervivencia y materiales fecales. Al tiempo 2 (t2) una segunda muestra de 

individuos (~100) adultos (adultost2) se utilizará para realizar las mismas mediciones que antes. 

Después de esta etapa, cinco parejas reproductoras en los adultos todavía expuestos a los MP 

serán elegidas para crear la siguiente generación. Se aplicará la misma metodología para la 

segunda y tercera generación. 

 

Figura 2. Ciclo de vida simplificado de Paracalanus parvus con los tiempos utilizados en los diferentes 

experimentos del estudio: t0 = lanzamiento de los nauplios, t1 = primeras mediciones y t2 = segundas mediciones 

y lanzamiento de la siguiente generación. 

Para cada réplica (ver la parte “Protocolo experimental”), (t0) doscientos nauplios recién 

eclosionados (<24 h) serán transferidos y mantenidas en un vaso de precipitados de 1L de 

solución AMA (600 nauplios para cada tipo de MP en cada generación), (t1) hasta que las 

hembras adultas produzcan sacos de huevos, es decir, entre 25 y 30 días después de eclosionar 

(Jeyaraj y Santhanam, 2013). Luego, los adultos no muestreados en t1 serán expuestos a los MP 

durante otros 5 días. La duración total del experimento será de 90 ± 15 días. El agua se renovará 

cada 72 horas utilizando el método de Shore et al. (2021), es decir, sifonando a la inversa el 

medio del vaso de precipitados al 80% (0,8L) utilizando un tamiz de 30μm para evitar la pérdida 

de copépodos. A continuación, se añadirá a cada réplica el volumen que falte con la 

concentración adecuada de alimento y/o de MP para obtener un volumen de 1L. 

Medidas de las variables 

El protocolo experimental para medir las diferentes variables se muestra en la Fig. 3. Una vez 

que los nauplios serán transferidos al medio de estudio, se estimará el tiempo de desarrollo hasta 

la fase adultat1. En t1, para cada réplica, se transferirá un volumen de 0,5L del volumen de 1L 

a un nuevo vaso de precipitados de 0,5L. A continuación, el contenido de cada vaso de 
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precipitados se filtrará a través de un tamiz de 30 µm. Los copépodos así obtenidos se colocarán 

en una placa de Petri. Se anotará el número de adultos muertos y vivos, teniendo en cuenta que 

un individuo se considera muerto si no se observa ningún movimiento durante ~10 segundos. 

Los adultos supervivientes serán sexados según el método de Kouwenberg (1993) y se creará 

una pareja de adultos reproductores que se colocará en una placa de Petri que contenga 25mL 

de AMA con las concentraciones adecuadas de alimento y/o MP (ver parte “Recolección y 

cultivo de copépodos” y “Tipos y concentraciones de microplásticos analizados”). Esta pareja 

reproductora se utilizará para estimar la producción de huevos tras un periodo de incubación de 

48 horas. A continuación, los huevos puestos se contarán mediante fotografías tomadas con un 

microscopio de luz invertido (Olympus IX71) y se analizarán en el software Mesurim 2. 

Además, se colocarán al azar cinco adultos (machos o hembras) en una placa de Petri que 

contenga 25mL de AMA con las concentraciones adecuadas de alimento y/o MP (ver parte 

“Recolección y cultivo de copépodos” y “Tipos y concentraciones de microplásticos 

analizados”). Al cabo de 48 horas, las materiales fecales se contarán mediante fotografías 

tomadas con un microscopio de luz invertido (Olympus IX71) y se analizarán en el software 

Mesurim 2. A continuación, se anestesiarán (yodo ácido de Lugol según el método de Shore et 

al., 2021) los adultos vivos y se seleccionarán al azar diez de ellos (machos o hembras), por 

cada réplica, para medir sus cuerpos utilizando una lupa binocular (Optica SFX-91D) y un 

marco de referencia (es decir un MP pre-medido). Luego, en t2, se seguirá el mismo protocolo. 

Sin embargo, se crearán cinco parejas reproductoras adicionales con respecto al t1 y cada una 

de ellas se colocará en una placa de Petri que contenga 25mL de AMA con las concentraciones 

adecuadas de alimento y/o MP (ver parte “Recolección y cultivo de copépodos” y “Tipos y 

concentraciones de microplásticos analizados”). Estas parejas reproductoras se utilizarán para 

generar la siguiente generación. Por último, repetimos el mismo proceso hasta haber medido 

las variables para las tres generaciones estudiadas.  

Además, se calculará una estimación del volumen fecal y de la tasa de hundimiento de la materia 

fecal utilizando el método de Shore et al. (2021). Para el volumen fecal, se utilizará la ecuación 

del volumen de un cilindro: 𝑉 =  𝜋𝑟2ℎ ; donde r es el radio del círculo en la base del cilindro 

y h es la altura del cilindro. Para la tasa de hundimiento de la materia fecal, se utilizará la 

ecuación de Stokes modificada para cilindros de inmersión (Shore et al., 2021): 𝜔𝑠 =

0.0790
1

𝜇
(𝜌𝑠 −  𝜌)𝑔𝐿2(

𝐿

𝐷
)−1.664 ; donde 𝜇 es la viscosidad del agua (g.cm-1.s-1), 𝜌𝑠 la densidad 

de las materiales fecales (g.cm-3), 𝜌 la densidad del agua (g.cm-3), g la aceleración debida a la 

gravedad (981 cm.s-2), L la longitud (cm) y D el diámetro de las materiales fecales (cm). El 
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volumen de materia fecal está fuertemente correlacionado con el tamaño del cuerpo del animal 

en los copépodos (Uye y Kaname, 1994). Así, el valor de la densidad de la materia fecal de 

Feinberg & Dam (1998) se utilizará dado el tamaño similar entre Acartia tonsa (0.8mm según 

el estudio de 1999 de Kiørboe et al.) y P. parvus (0.85mm +/- 0.05 según el estudio de 2022 de 

Razouls et al.). Por tanto, se supone que la densidad de sus materiales fecales también es similar. 

Por último, la “fitness” se calculará y estimará según el método de Shore et al. (2021) como 

sigue: 𝐹 =  𝑒∑ 𝑠𝑓 ; donde F es la “fitness”, s la supervivencia (número de supervivientes) y f la 

fecundidad (número de huevos). De este modo, será posible comparar la estimación de la 

“fitness” entre el grupo de control y los grupos expuestos a los diferentes tipos y 

concentraciones de MP. 

 

Figura 3. Protocolo experimental simplificado de las medidas de las variables según los tiempos del estudio. Fito. 

= fitoplancton ; repro. = reproductivas ; Fx = generación al año x ; Fx+1 = generación al año x+1 ;  = muerto y  

= vivo.  

Análisis de datos 

Todos los datos se expresarán como media ± desviación estándar (n = 3). Todos los análisis 

estadísticos se realizaron con el software R Studio (v.4.2.2.). Se utilizará un ANOVA de una 

vía para evaluar si las medias difieren significativamente entre los distintos tratamientos. 

Además, se utilizará la prueba de la diferencia mínima significativa de Fisher (Fisher, 1934) y 

la prueba post hoc de Dunnett (Dunnett, 1955) para comparar cuáles grupos tendrán medias y 

varianzas significativamente diferentes. Se indicaron diferencias significativas a p < 0,05 (*), p 

< 0.01 (**) y p < 0.001 (***). 
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III. Cronograma 

 

Figura 4. Cronograma del proyecto de tesis. 

IV. Presupuesto 

 

Figura 5. Presupuesto del proyecto de tesis. 
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