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Abstract: Assessment of Microplastic Contamination in the Thalli of the Lichen Candelaria con-
color (Dicks) Arnold, 1879: A Case Study on the Rurality Effect. This study investigated the potential
of the lichen Candelaria concolor as a bioindicator of microplastic pollution in relation to rural areas. Lichen
samples were collected from rural, rururban, and urban sites within the Lujan District, Argentina. Microplastic
extraction involved a modified wet peroxide oxidation method with negative staining using ferroin. A total of 124
microplastics (MPs) were identified, all of which were microfibres. The number of microfibres per gram exhibited
a significant negative correlation with rurality. Despite its lower occurrence in rural areas, C. concolor displayed
a greater capacity for MP accumulation than did the other studied lichen species. We propose C. concolor as a
promising bioindicator for MP pollution in rural environments while acknowledging the need for further re-
search to elucidate the underlying mechanisms and explore alternative explanations for the observed patterns.
Additionally, this study introduces a cost-effective method for MP extraction from lichens, facilitating future
studies in resource-limited settings. Overall, this work provides valuable insights into MP pollution in rural areas
and highlights the potential of C. concolor as a bioindicator in this context.
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Resumen: Este estudio investigé el potencial del liquen Candelaria concolor como bioindicador de la contami-
nacién por microplasticos en relacién con las areas rurales. Se recolectaron muestras de liquen en sitios rurales,
rururbanos y urbanos dentro del partido de Lujan, Argentina. La extraccién de microplasticos involucr6é un mé-
todo modificado de oxidacién himeda con perdxido y tincién negativa utilizando ferroina. Se identificaron un
total de 124 MP, todos ellos microfibras. El nimero de microfibras por gramo mostré una correlacién negativa
significativa con la ruralidad. A pesar de su menor presencia en las zonas rurales, C. concolor mostr6é una mayor
capacidad de acumulacién de MP que otras especies de liquenes estudiadas. Proponemos a C. concolor como un
bioindicador prometedor para la contaminacién por MP en entornos rurales, si bien reconocemos la necesidad
de realizar mas investigaciones para dilucidar los mecanismos subyacentes y explorar explicaciones alternativas
para los patrones observados. Ademas, este estudio introduce un método de bajo costo para la extraccién de MP en
liquenes, lo que facilita futuros estudios en entornos con recursos limitados. En general, este trabajo proporciona
informacién valiosa sobre la contaminacién por MP en dreas rurales y destaca el potencial de C. concolor como
bioindicador en este contexto.
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INTRODUCCION

Los liquenes son ampliamente reconocidos
como bioindicadores de la contaminacién del
aire (Conti & Cecchetti, 2001; Sett & Kundu,
2016; Barreno & Manzanera, 2023). Si bien tra-
dicionalmente se han utilizado para monitorear
contaminantes como metales, sulfatos y nitratos
(Conti & Cecchetti, 2001; Sett & Kundu 2016),

agroquimicos (Gémez et al., 2024) y contamina-
cién radiactiva (Daillant et al., 2004; Savino et
al., 2017), rara vez se mencionan en la literatura
los liquenes como bioindicadores de la acumula-
cién o deposicién de micropléasticos (MP) (Loppi
et al., 2021; Jarafova et al., 2022). Los micropléas-
ticos, término establecido en 2004 (Thompson et
al., 2004), se han incorporado rdpidamente a los
ecosistemas naturales (Roblin & Aherne, 2020).
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Estos fragmentos de plastico menores a 5 mm, se
descomponen debido a factores ambientales como
la radiacién ultravioleta, la abrasién y los proce-
sos biolégicos (Dris et al., 2016; Peng et al., 2017).
Los MP existen en diversidad de formas, colores,
tamaifos y tipos de polimeros. Los morfotipos mas
abundantes son las fibras y su identidad quimica es
variable (e.g., polietileno, poliestireno y nylon)
(Sarria-Villa et al., 2016; Godoy-Balcarcel et al.,
2021). Numerosos estudios documentan el trans-
porte atmosférico de MP (e.g., Allen et al., 2019;
Wright et al., 2019). Algunos autores incluso ha-
cen hincapié en la forma, tamafo e identidad po-
limérica de los MP como factores que determinan
la distancia de dispersion de los mismos (Xiao et
al., 2023). Por ejemplo, Tatsii et al. (2023) afir-
man que cuanto menos esférica sea la forma de
los MP, mayor sera su rango de transporte ho-
rizontal y vertical. A pesar de la, cada vez mas,
creciente bibliografia referente a la dinamica
de los MP, la investigacion sobre el uso de orga-
nismos como bioindicadores de la acumulacién
de MP es un desarrollo reciente (e.g., liquenes:
Expésito et al., 2020; Loppi et al., 2021; Jafarova
et al., 2022; Exposito et al., 2022). Esto contras-
ta con los bioindicadores establecidos para otros
contaminantes atmosféricos, de los que se puede
encontrar numerosos trabajos (Sett & Kundu,
2016; Almeida et al., 2017).

Actualmente, solo se han documentado tres
especies de liquenes capaces de acumular MP:
Loppi et al. (2021) mencionan a Flavoparmelia
caperata (Hale, 1986), Jafarova et al. (2022)
mencionan a Evernia prunastri (Acharius, 1810)
y Gollo et al. (2023) mencionan a Usnea amblyo-
clada (Zahlbruckner, 1930). La acumulacién de
MP en los talos de estas especies se relacioné con
fuentes de contaminacion antropogénica: un ver-
tedero para F. caperata y el centro de una ciudad
para E. prunastri. En el caso de U. amblyoclada,
se encontré acumulacién de MP en talos comer-
cializados para infusiones (Gollo et al., 2023). La
mayoria de las investigaciones sobre microplasti-
cos en el aire se han centrado en grandes ciudades
o0 en areas muy remotas (Li et al., 2023). Si bien
los estudios en entornos rurales han mostrado
una deposicion de MP sorprendentemente alta,
incluso comparable a las areas urbanas (Klein et
al., 2023), es escasa la investigacion sobre los li-
quenes como bioindicadores de la contaminacién
por MP en contextos rurales. En relacién a estos
contextos, el partido de Lujan (Fig. 1) tiene una
caracteristica configuracién: un grupo de ciuda-
des dispersas dentro de un paisaje agricola-rural.
Garcia et al. (2023) realizaron el primer estudio
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de las comunidades locales de liquenes foliosos,
analizando las especies indicadoras en tres tipos
de uso del suelo. Ellos sugieren a Candelaria
concolor como un bioindicador prometedor de la
calidad del aire. Esta especie foliosa cosmopolita
que se encuentra cominmente en entornos ur-
banos se considera tolerante a la contaminacion
y puede colonizar los limites de los desiertos de
liquenes (LijteRoff et al., 2009; Estrabou et al.,
2011). Si bien su frecuencia disminuye a medida
que aumenta la ruralidad en las areas de estudio,
esta presente tanto en zonas urbanas como ru-
rales (Filippini et al., 2014; Garcia et al., 2023).
El estudio de las comunidades de liquenes en
el partido de Lujan es reciente y, hasta la actua-
lidad, no se ha estudiado su potencialidad como
organismos bioindicadores de la contaminaciéon
por MP. Nuestro objetivo es explorar el potencial
de C. concolor, una especie ampliamente distri-
buida, como bioindicador de la contaminacién
atmosférica por MP en relacién a la ruralidad.

MATERIAL Y METODOS

Area de estudio y muestreo de liquenes

El area de estudio corresponde al partido de
Lujéan, Buenos Aires, Argentina.

Utilizando la clasificacién de uso del suelo
descrita por el Codigo de Ordenamiento Urbano
(2019) del partido de Lujan y siguiendo a Garcia
et al. (2023), las areas se dividieron en tres ca-
tegorias de uso: urbano, rururbano y rural, en
celdas de 500 m x 500 m (Fig. 1). Se recolecta-
ron, en abril de 2021, tres muestras de 10 a 20
talos de liquenes (dependiendo de disponibilidad,
siguiendo a Loppi et al., 2021) de la corteza de 9
arboles dentro de cada celda, alrededor del tron-
co a una altura entre 1 y 1,50 m. Los talos de
C. concolor se pesaron con una balanza analitica
(precision 0,0001 g) y se almacenaron en bolsas
de celulosa hasta el anélisis de laboratorio. Antes
de los procedimientos de extraccién de MP, todas
las muestras se limpiaron mediante siete lavados
consecutivos con agua destilada, con el objetivo
de eliminar de los analisis posteriores los MP que
no habian sido incorporados por el talo (acumu-
lados o retenidos).

Extraccion de microplasticos

Los liquenes se secaron a 50° C durante 48
horas y luego se fragment6 el material seco uti-
lizando un mortero para facilitar la digestion.
Esta se realiz6 mediante un método de oxidacién
himeda con peréxido (Herrera et al., 2018) bajo
una campana extractora (cabina de flujo lami-
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Fig. 1. Area de estudio (Lujan, Buenos Aires, Argentina). Cada celda de color corresponde a un nivel de ruralidad.

Tamano de cada celda (500 m x 500 m).

nar). Posteriormente, se filtraron al vacio sobre
papeles de filtro de fibra de vidrio (diametro de
poro de 1,6 um) y se tifieron con 1 ml de ferroi-
na (fenantrolina ferrosa sulfonato, 0,02 N) para
facilitar la diferenciacién visual entre la materia
organica y el material sintético. Finalmente, los
vasos donde se realizé la digestion, se enjuagaron
con agua Milli-Q®, la cual también se filtré para
capturar particulas residuales. Los papeles de fil-
tro tenidos se transfirieron a placas de Petri para
su almacenamiento y observacion.

Microscopia e identificacion de microplas-
ticos

La presencia de MP en los papeles de filtro se
analiz6 utilizando un microscopio estereoscépico
siguiendo un método modificado de identifica-
cién visual con cinco criterios (Roblin & Aherne,
2020; Loppi et al., 2021). Si se cumplian al menos
dos de los criterios, la particula se consideraba
un micropléstico (Windsor et al., 2018). Por otro
lado, todos los microplasticos se verificaron me-
diante la prueba de la aguja caliente. Si las par-
ticulas plasticas identificadas por los criterios
visuales se fundian al exponerse a una aguja ca-
liente, se confirmaba su identidad como micro-
plasticos (Lusher et al., 2020).

Para estimar la longitud de las particulas, se
tomaron fotografias de cada uno de los micropléas-
ticos y luego se midieron utilizando el programa
ImageJ®. Se utilizaron controles de procedimiento
para estimar la incorporacion potencial de microplas-
ticos en las muestras por contaminacién ambien-

tal en cualquiera de las etapas experimentales (10
controles). Los controles consistieron en repetir
el procedimiento de laboratorio sin incorporar
muestras reales al procedimiento. Para todas las
muestras se obtuvieron las siguientes variables:
numero total de MP, nimero de MP por gramo
(MP g~1), nimero de microfragmentos por gramo
(microfragmentos g=!), nimero de microfibras
por gramo (microfibras g7!) y longitud (um) de la
particula (microfragmentos o microfibras).
Ademas, estimamos la capacidad del proceso
para recuperar MP de las muestras calculando
la tasa de recuperaciéon (TR%). Esta estimacion
es un método eficaz para determinar la eficacia
del método de extraccion (Way et al., 2022). Se
enriquecieron artificialmente cinco muestras de
C. concolor con una cantidad conocida de micro-
plasticos. Incorporamos 10 fragmentos plasticos,
entre 0,1-5 mm, en cada uno de los replicados
de cada uno de los siguientes tipos: nylon (NYL),
cloruro de polivinilo (PVC), polietileno de alta
densidad (HDPE), poliéster (PL), poliuretano
(PU) y polipropileno (PP). Como el estudio no in-
volucr6 la identificacion de los tipos especificos de
polimeros de los MP recuperados, se utilizé una
amplia gama de polimeros con densidades varia-
bles. Estos fragmentos se incorporaron directa-
mente a la solucién obtenida durante el proceso.

Analisis de datos

Se realizé un analisis exploratorio de las va-
riables en estudio para todas las muestras y para
las muestras agrupadas por zona, calculando la
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media y la desviacién estandar. Se analizaron las
correlaciones (Spearman, rs) entre el nivel de ru-
ralidad y las siguientes variables: nimero de MP
por gramo (MP g=!), nimero de microfragmentos
por gramo (microfragmentos g—!), nimero de mi-
crofibras por gramo (microfibras g™!) y longitud
(um) de la particula (fragmentos y fibras). Todos
los analisis estadisticos se realizaron utilizando
el software RStudio®.

RESULTADOS

Se extrajeron, analizaron, fotografiaron y mi-
dieron un total de 124 MP. De estos MP, el 100%
correspondi6 al morfotipo microfibra. Los contro-
les del experimento presentaron bajos recuentos
de microfibras (3 * 2,65). Se registr6 al menos
una fibra plastica en cada una de las muestras. El
ndmero promedio de microfibras por gramo (g!)
fue de 306,38 + 316,99, y la longitud promedio
(um) de las microfibras fue de 1612,38 + 612,38
(Tab. 1). La tasa de recuperacion promedio (TR
%) para todos los tipos de MP fue superior al 60%
(NYL = 91,67 = 13,29; PVC = 81,67 = 11,69;
HDPE = 93,33 = 12,11; PL = 70 = 14,14, PU =
86,67 * 10,33; PP = 91,66 = 9,83). Se observd
una correlacion significativa entre los niveles de
ruralidad y la variable (i) microfibras g! (rs =
-0,804; p = 0,009; Fig. 2). No se observ6 una co-
rrelacion significativa en términos de la variable
longitud (um) (rs = 0,211; p = 0,586).

DISCUSION

Este estudio representa el primer registro
de niveles de acumulacién de MP en los talos de
poblaciones naturales de Candelaria concolor
(Fig. 3). La mayor acumulacién de MP, en forma
de microfibras, se encontr6 en sitios con bajos
niveles de ruralidad, es decir, en areas urbanas
(Fig. 2). La acumulacién total de MP registrada
en los talos de C. concolor fue mucho mayor que
la de otras especies en sitios con uso del suelo
similar. Por ejemplo, en el centro de la ciudad de
Milan (Italia), Jafarova et al. (2022) registraron
un promedio de 44 MP g en los talos de Evernia
prunastri (compuestos por un 97% de microfi-
bras), mientras que en este estudio registramos
un promedio de aproximadamente 650 MP g!
(100% microfibras; Tab. 1). Loppi et al. (2021),
encontraron un rango comparativamente menor
de MP g! (0-95 MP g, 35-43% de microfibras)
en un area no urbana, pero antropizada, como las
cercanias de un vertedero abierto. Este resultado
sugiere que la capacidad de acumulacién de MP
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Fig. 2. Graficos de correlacion de Spearman entre el
nivel de ruralidad y las microfibras por gramo (g).
También se presentan el coeficiente de correlacién de
Spearman (rs) y su valor p. La linea roja representa
la linea de tendencia ajustada obtenida mediante un
modelo de regresién lineal simple.

por unidad de peso seco de C. concolor es la mas
alta entre los liquenes registrados hasta la fecha.
Sin embargo, es necesario contar con datos sobre
la deposicion ambiental de MP (e.g., con mues-
treadores pasivos) para que complementen esta
afirmacion, ya que diferentes niveles de deposi-
cién ambiental podrian explicar estos resulta-
dos. Esta deposicion atmosférica de MPs puede
ser variable entre ciudades e incluso entre areas
urbanas y rurales. Por ejemplo, en el centro de
Londres es posible encontrar tasas de deposi-
cién que oscilan entre 575 y 1008 microplasticos/
m?/d (Wright et al., 2019); en la megaciudad de
Guangzhou, China, los flujos de deposicion at-
mosférica oscilan entre 51 y 178 microplasticos/
m?/d (Huang et al., 2021) y en la region rural de
Quzhou (norte de China), 892-75,421 microplas-
ticos /m?/dia (Li et al., 2023). A pesar del crecien-
te interés cientifico sobre la contaminacién con
microplasticos, todavia persisten muchas dudas
sobre el origen, el destino, el transporte y el efec-
to de los microplésticos atmosféricos (Zhang et
al., 2020). Por otro lado, la forma de crecimiento
del liquen puede explicar parcialmente estas dife-
rencias. Los talos de esta especie son significati-
vamente mas pequenos que los de otras especies
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Fig. 3. (A) Talo de C. concolor sobre uno de los arboles muestreados; (B); se acercamiento al talo con sus respectivos
detalles; (C) Tamano relativo de una fibra extraida de los talos procesados, acompanada de una grilla de 1 mm x

1 mm de referencia.

en las que se ha medido la acumulacién de micro-
plastico. Segtin Nash et al. (2002), Flavoparmelia
caperata tiene un didmetro que va de 5 a 20 cm,
E. prunastri tiene una longitud entre 7y 10 cm,
y Usnea amblyoclada tiene una longitud entre 2
y 10 cm. Segtn el mismo autor, el ancho (pseudo-
diametro) de los talos de C. concolor no supera 1
cm. En este estudio, ningin talo medido alcanzé
un tamano de 1 cm. A pesar de esto, los talos de
C. concolor crecen de manera coalescente, for-
mando colonias extensas sobre la corteza de los
arboles. Es probable que el desarrollo de estas
colonias aumente la capacidad de intercepcién
de MP en los sitios de crecimiento. Gomez et al.
(2023) sugirieron que el aumento de la compleji-
dad del talo, medido como dimensién fractal, se
traduce en un aumento de la deposicion de MP.
Aunque es probable que la dimensién fractal de
las colonias extensas sea muy alta, esta hipétesis
deber4 ser probada en estudios futuros.

Si bien Loppi et al. (2021) y Jafarova et al.
(2022) registraron bajos porcentajes (~5-6%)
de microfragmentos en liquenes, todos los si-
tios analizados en estos estudios presentaron
algin porcentaje medible de microfragmentos
en las muestras. Cabe destacar la ausencia de
microfragmentos en las muestras procesadas en
nuestro estudio. Varios autores han informado
proporciones mas bajas de microfragmentos que
de microfibras en la deposicién de microplasticos

en entornos urbanos (e.g., Huang et al., 2021,
Purwiyanto et al., 2022). Jafarova et al. (2022)
sugirieron que la forma y el tamano de los mi-
crofragmentos les confieren menor movilidad y
capacidad de dispersién, lo que hace que estas
particulas recorran distancias més cortas y se
alejen menos de sus fuentes de produccion. La
baja disponibilidad de microfragmentos en com-
paracion con las microfibras en la deposicion am-
biental podria explicar en parte la ausencia de
microfragmentos en las muestras analizadas, ya
que la probabilidad de encontrar microfragmen-
tos es menor y se sumaria a un tamano de mues-
tra relativamente pequeno. Aqui demostramos
una correlacion entre el nivel de ruralidad y la
acumulacién de microfibras por gramo (Fig. 2). A
pesar de que C. concolor tiene una amplia distri-
bucién en la ciudad de Lujan y sus alrededores,
ocupando entornos urbanos, rururbanos y rura-
les, el aumento de la ruralidad afecta negativa-
mente su probabilidad de apariciéon (Garcia et al.,
2023). A priori, la ruralidad parece ser un factor
limitante para la distribucién de las poblaciones
locales de C. concolor. Como indican Garcia et
al. (2023), su presencia podria verse afectada en
matrices agricolas porque el pH de los sustratos
aumenta, haciendo que los sustratos sean menos
adecuados para el desarrollo de los talos. Sin em-
bargo, incluso en entornos locales donde la ru-
ralidad dificulta el desarrollo de las poblaciones,
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Tabla 1. Resumen exploratorio de las variables agrupadas por tipo de drea. Se muestra el valor
promedio = desviacion estandar y el tamano de la muestra (n) para cada area.

Niveles de

Peso seco (g)  Microfibras Microfibras g Largo (um)
Ruralidad
Rural

0,04 + 0,01 4,67 + 1,15 130,93 + 9,69 1563,33 = 749,02
n=3
Rururbano

0,08 + 0,07 9,33 + 6,66 137,90 + 129,99 1838,89 + 790,14
n=3
Urbano

0,03 = 0,01 17,33 = 9,29 650,30 + 344,62 1434,90 + 432,27
n=3
Total 0,05 + 0,04 10,44 + 7,99 306,38 + 316,99 1612,38 + 612,38

los talos de C. concolor son capaces de acumular
aproximadamente 130 microfibras por unidad de
peso seco, aproximadamente tres veces mas que
lo registrado por Jafarova et al. (2022) en entor-
nos similares (~44 MP g?) en la especie E. pru-
nastri. Como hemos mencionado anteriormente,
esto podria convertir a C. concolor en uno de los
mejores modelos de bioindicadores de contamina-
cién por microplasticos en relaciéon con las areas
rurales locales. Sin embargo, aqui proponemos
dos posibles explicaciones que deberan ser explo-
radas en futuros estudios cientificos. En primer
lugar, la capacidad de los talos y las colonias de
C. concolor para interceptar y acumular MP es
mayor que la de otras especies y, en segundo lu-
gar, las condiciones de contaminacién/deposicion
de MP en la ciudad de Lujan son efectivamen-
te muy altas, lo que pudo haber influido en los
resultados. Independientemente de la respuesta
correcta, seran necesarios estudios adicionales
para abordar adecuadamente esta preocupacion.

Finalmente, existen algunas cuestiones me-
todolégicas. Aqui proponemos un método alter-
nativo para la extraccién de MP de los talos de
liquenes, que es una modificacion directa del
utilizado por Loppi et al. (2021). Incorporamos
la tincién negativa de material organico con
ferroina, un agente colorante menos costoso
utilizado por Loppi et al. (2021) y el rojo Nilo
(tincién positiva). Aqui logramos altas tasas de
recuperaciéon que avalan el uso de este método
modificado. El analisis de la contaminacién por
MP es relevante y ecolégicamente urgente a
nivel mundial, pero en los paises en desarrollo
donde los fondos para la ciencia y los recursos
econémicos no son abundantes, las metodologias
alternativas que logran resultados de alta calidad
con costos mas bajos son extremadamente ttiles.

CONCLUSIONES

Este estudio presenta la primera documen-
tacion de los niveles de acumulacién de micro-
plasticos en los talos de poblaciones naturales de
Candelaria concolor. Nuestros hallazgos revela-
ron una correlacién entre el grado de ruralidad
y la acumulaciéon de microfibras por gramo. A
pesar de la amplia distribucién de C. concolor en
entornos urbanos, rururbanos y rurales en la lo-
calidad de Lujan, el aumento de la ruralidad im-
pacta negativamente su probabilidad de ocurren-
cia. Curiosamente, incluso en entornos donde las
caracteristicas rurales dificultan el desarrollo de
la poblacién, los talos de C. concolor exhiben una
notable capacidad para acumular microfibras, lo
que destaca su potencial como bioindicador ro-
busto de la contaminacién por microplasticos.
Sin embargo, se requiere de investigaciones adi-
cionales para explorar posibles explicaciones de
los patrones observados. Ademés, proponemos
un método alternativo y de bajo costo para la ex-
traccion de microplésticos de talos de liquenes, lo
que mejora la factibilidad de realizar estudios si-
milares, particularmente en entornos con recur-
sos limitados. En general, nuestro estudio aporta
novedosos conocimientos sobre el ambito poco
estudiado de la contaminacién por micropléasticos
en entornos rurales y subraya la importancia de
ampliar los esfuerzos de investigaciones en esta
area.
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