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Resumen

En “Estudios de la distribucion, especiacion y bioacumulacion de arsénico
en Paracyclops chiltoni, estimaciones filogenéticas y efectos morfolégicos” se
investigo la bioacumulacion y distribucion de arsénico en zooplancton que habita
agua dulce altamente contaminada, asi como la estructura de su poblacion. Se
recolectaron muestras de agua y zooplancton durante un periodo de 4 afios. Se
determind la temperatura ambiental y del agua, pH, conductividad eléctrica (CE),
solidos disueltos totales (SDT), potencial de oxidacién-reduccién (ORP), oxigeno
disuelto (OD), cationes y aniones mayoritarios y concentracion total de arsénico.
Se identificé la especie de zooplancton y se determiné su abundancia, longitud,
proporcion de sexos, bioacumulacién y distribucién de arsénico en organismos
expuestos al agua contaminada. Los resultados mostraron que, en el sitio de
estudio, se encontraron organismos de Paracyclops chiltoni sobreviviendo en un
ambiente de agua dulce con concentraciones extremadamente altas de arsénico
(53.64+£10.58 mg/L), sulfato (2287.30+890.38 mg/L) y fluoruro (2.0+£0.13 mg/L),
mostrando, ademas, su adaptacion. Por lo anterior, a dichos organismos se les
clasific6 como metalotolerantes. Los organismos de Paracyclops chiltoni
expuestos mostraron una acumulacién del contaminante de hasta 9.6+5.4
mgAs/kg en su cuerpo, probablemente en el tracto digestivo. Dichos organismos
mostraron abundancias y longitudes tipicas, para el caso de la abundancia se
encontrd una correlacién negativa con las condiciones 6xicas del agua dulce,
mientras que para el caso de las longitudes se encontré una correlacién negativa
con la temperatura ambiental. Los resultados de este estudio podrian ayudar a
comprender mejor posibles procesos de metilacion del arsénico en organismos

acuaticos de agua dulce.

PALABRAS CLAVE: Arsénico, agua contaminada, hidrogeoquimica,

metalotolerante, Paracyclops chiltoni, zooplancton.
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Abstract

In "Studies of the distribution, speciation and bioaccumulation of arsenic
in Paracyclops chiltoni, phylogenetic estimates and morphological effects” the
bioaccumulation and distribution of arsenic in zooplankton inhabiting highly
contaminated fresh water, as well as the structure of its population, was
investigated. Samples of water and zooplankton were collected over a period of
4 vyears. Environmental temperature, water temperature, pH, electrical
conductivity (EC), total dissolved solids (TDS), oxidation-reduction potential
(ORP), dissolved oxygen (DO), major cations and anions and total arsenic
concentration were determined. The zooplankton species was identified and its
abundance, length, sex ratio, bioaccumulation and distribution of arsenic in
organisms exposed to contaminated water were determined. The results showed
that, at the study site, Paracyclops chiltoni organisms were found surviving in a
freshwater environment with extremely high concentrations of arsenic
(53.64+£10.58 mg/L), sulfate (2287.30+890.38 mg/L) and fluoride. (2.0+0.13
mg/L), also showing its adaptation. Therefore, these organisms were classified
as metallotolerant. Exposed organisms of Paracyclops chiltoni showed arsenic
accumulation (up to 9.6£5.4 mgAs/kg) in its body, likely in the digestive tract, as
well as typical abundance and length. In the case of abundance, a negative
correlation was found with the oxic conditions of fresh water, while in the case of
lengths a negative correlation was found with the environmental temperature. The
results of this study could help to better understand possible arsenic methylation

processes in freshwater aquatic organisms.

KEY WORDS: Arsenic, contaminated water, hydrogeochemistry, metallotolerant,

Paracyclops chiltoni, zooplankton.
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1. Perspectiva, hipotesis y objetivos

1.1. Perspectiva

De acuerdo con estudios realizados por Martinez-Villegas et al. (2013) y
Mendoza-Chavez (2016), en una surgencia de agua ubicada en la ciudad de
Matehuala, San Luis Potosi, se han encontrado concentraciones de arsénico
(As) de hasta 158 mg/L y presencia de zooplancton (copépodo Paracyclops
chiltoni). Por otro lado, se ha reportado que de entre las especies de arsénico,
las organicas, como arsenoazucares y arsenobetaina, son menos toxicas que
las inorganicas, como el As(lll) y As(V) (Byeon et al., 2021; Caumette et al.,
2012a; Peters et al., 1996; Sharma y Sohn, 2009). En este sentido, una de las
propuestas de la metilacion del arsénico, para hacerlo menos toxico, sugiere que
la arsenobetaina es formada por organismos de los niveles bajos de la cadena
trofica en la que el primer eslabdn es el zooplancton (Caumette et al., 2012a).
Sin embargo, si el medio se encuentra muy contaminado, como ocurre en este
estudio, el organismo se vuelve menos eficiente en la transformacién de las
especies del arsénico y deja de metilar al contaminante (Caumette et al., 2012a).
De hecho, se ha reportado que concentraciones de 3 mg/L son letales para el
zooplancton (Chen el al., 1999). Por lo anterior, surgen entonces las siguientes
preguntas para el caso de Matehuala: ¢Cuéles son las condiciones
fisicoquimicas del sistema en el que vive este organismo? ¢Cual es la
especiacion del arsénico en el agua y el sedimento del sitio de estudio? ¢ Cuales
son las caracteristicas de la poblaciéon de Paracyclops chiltoni que habita en
estas aguas altamente contaminadas? ¢ El organismo es metalotolerante? ¢ Cual
es la distribucion del arsénico en el organismo? ¢Estos organismos presentan
alguna modificacion morfologica debido a la presencia de arsénico? Para

responder a las preguntas anteriores se plante¢ lo siguiente.

1.2. Hipotesis

Paracyclops chiltoni es un organismo extremofilo metalotolerante, capaz

de bioacumular arsénico en su organismo, mostrando adaptaciones
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morfoldgicas.

1.3. Objetivo

Identificar la acumulacién y distribucién del arsénico en Paracyclops

chiltoni asi como demostrar su tolerancia al contaminante, observando

caracteristicas morfolégicas y de su poblacién en individuos habitando aguas

naturales contaminadas con arsénico.

A\

\

Objetivos particulares:
Medir los parametros fisicoquimicos del agua de Matehuala.
Determinar el tipo de agua estudiada.

Determinar la concentracion de arsénico en el agua y sedimento de

Matehuala.

Estimar la especiacion de arsénico en el agua utilizando modelacién
hidrogeoquimica.

Demostrar la presencia de Paracyclops chiltoni habitando agua altamente
contaminada con arsénico a traves del tiempo.

Medir la bioacumulacion de arsénico en Paracyclops chiltoni.

Mapear la distribucion de arsénico en Paracyclops chiltoni.

Comparar aspectos morfoldégicos, genéticos y de estructura de la
poblacion de Paracyclops chiltoni, con lo reportado en la literatura.



2. Introduccion

2.1. Agua

El agua se puede clasificar en diversas categorias dependiendo de las
propiedades o caracteristicas de la muestra que se analice (Ramirez etal.,
2009). Una de estas clasificaciones utiliza las concentraciones de los iones
mayoritarios, mismos que incluyen bicarbonatos (HCOs’), carbonatos (COs™),
cloruros (CI), sulfatos (SO4?), nitrato (NOz), amonio (NH4*), calcio (Ca*?),
magnesio (Mg*?), sodio (Na*) y potasio (K*) (Custodio y Llamas, 1996). Los iones
disueltos en agua pueden guardar cierta relacién con el terreno del que procede,
indicar la accion de fendmenos modificadores o indicar una caracteristica
especifica (Custodio y Llamas, 1996). En este método, como primer paso, se
separan los aniones y cationes con sus respectivas concentraciones y se
observan las més altas. Posteriormente, con dichos datos se procede a clasificar

el agua analizada en funcion de estas concentraciones.

El manejo y estudio de andlisis quimicos puede simplificarse con el
empleo de graficos y diagramas, en especial cuando se trata de hacer
comparaciones entre varios analisis de aguas de un mismo lugar en épocas
diferentes o de lugares distintos. Estas gréficas y diagramas pueden poner en
relieve variaciones temporales, variaciones espaciales o bien resaltar relaciones
entre los iones de una misma muestra (Alley, 1993; Custodio y Llamas, 1996;
Davis, 1967). A continuacion se expone de manera simplificada el manejo y

caracteristicas principales de los diagramas de uso mas frecuente.

2.1.1. Diagrama de Stabler

Esta clase de diagrama permite observar la presencia y predominancia de
los cationes y aniones representativos en el analisis hidroguimico, tales como
Ca?*, Mg?*, Na*, K* Cl, SO4*, HCOs y COs3*. En algunas ocasiones se

considera NO3" como anion u algun otro ion representativo. Como se observa en
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la Figura 1, en el diagrama de Stabler se disponen dos barras, una barra superior
para los cationes y una barra inferior para los aniones. En dicho diagrama, el
area de cada una de las barras es proporcional a la concentracion de los cationes

o los aniones (lglesias-Portal, 2020).

Ca M

Agua no
tratada

Alcalinidad Cl

Ca M K Na

Agua tratada
con carbdn
activado

Alcalinidad C|

Ca M K Na
Agua tratada
con
biocarbdn de
palmera

Alcalinidad Cl

Figura 1. Diagramas Stabler que ilustran la composicion ionica en diferentes
muestras de agua. Tomada de Remmani et al., 2021.

2.1.2. Diagrama de Stiff

Los diagramas de Stiff o diagramas poligonales representan la
concentracion de cationes (hacia la derecha) y aniones (hacia la izquierda) en
semirrectas paralelas en escala logaritmica. Una vez representadas las
concentraciones, se unen los extremos de estas generando un poligono. Cada
semirrecta representa un solo ion. La forma de las figuras resultantes da idea del
tipo de agua, se presta a comparaciones y resulta facilmente demostrativa al
insertarlas en mapas hidroquimicos. En dichos diagramas, las concentraciones
se grafican en miliequivalentes por litro (meqg/L) (Custodio y Llamas, 1996). Para
dicho efecto, las concentraciones en unidades de mg/L se dividen entre la
multiplicacion del peso atdmico del compuesto por la valencia de este (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama de Sitiff tipicos de agua de diferente naturaleza. Tomado de
Aldana et al., 2015.

2.1.3. Diagrama de Piper

El diagrama de Piper es un diagrama triangular o ternario, que se
construye de la siguiente manera. Esta formado por dos triangulos equilateros,
donde se representan los cationes y aniones mayoritarios. Los vértices del
triangulo de cationes son Ca?*, Mg?*, Na* y/o K*. Los vértices del triangulo de
aniones son (HCO3 + CQ03%), SO4%, Cl- y/o NOa. Las concentraciones de los iones
dadas en meg/l se expresan como porcentaje con respecto a la suma de aniones
y cationes respectivamente (porcentajes relativos). Los datos de los diagramas
triangulares se proyectan en un rombo central en el que se representa la
composicion del agua deducida a partir de aniones y cationes. En un diagrama
de Piper las aguas geoquimicamente similares se agrupan en areas bien
definidas por lo que comunmente se utilizan para clasificarlas (Custodio y
Llamas, 1996).
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Figura 3. Diagrama de Piper que ilustra el tipo de agua de diversas muestras
de campo. Tomada de Moran et al., 2013.

2.2. [Especiacion quimica

Es frecuente encontrar la descripcion de la concentracién de compuestos
inorganicos, considerados “sustancias traza” en los ambientes naturales,
expresada en términos de elementos quimicos. Sin embargo, éstos son parte de
otras moléculas/compuestos y forman diversas especies moleculares presentes
simultdneamente y en relaciones diversas en el ambiente (Castafié et al., 2003).
Por ello, la especiacion quimica se define como la distribucion de un elemento
quimico particular entre las diferentes formas en las cuales puede existir
(especies) en un medio determinado. Incluye tanto los elementos libres (en forma
neutra o ionizada) como los variados complejos que pueden formarse con
diferentes ligandos (Lyman, 1995). La especiacibn quimica en aguas

superficiales refleja la complejidad quimica de ese medio (Castafié et al., 2003).
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Asi, el comportamiento de un elemento depende de las especies
particulares en la que esta presente y la mayor reactividad de una especie no
necesariamente coincidira con la mayor concentracién del metal en esa forma
quimica. De alli que el comportamiento de un elemento en el ambiente
(biodisponibilidad, toxicidad, distribucion, etc.) no pueda predecirse basandose
en su concentracion total (Bernhard et al., 1986) y sea necesario estimar la

especiacion quimica.

2.3. Indices de saturacién mineral

Por otro lado, los indices de saturacion mineral (IS) nos dan informacién
sobre el grado de sobresaturacion, equilibrio o subsaturacion de las diferentes
fases minerales en la solucion. El indice de saturacién mineral (Sl) es un indice
termodindmico que nos ayudara a estimar si un agua tendera a disolver,
precipitar o mantener en el equilibrio a un mineral determinado. Se calcula con
la division logaritmica de las actividades quimicas de los iones disueltos del
mineral (producto de la actividad i6nica, PAI) entre su producto de solubilidad
(Ksp): IS = log (PAI/Ksp). Si los minerales estan en equilibrio con el medio, el IS
seré igual a cero. Si estan sobresaturados, el IS serd mayor a cero y sugeriria la
precipitacion de minerales. Por ultimo, si el IS es menor a cero, el mineral tendria

gue estarse disolviendo (Appelo y Postma, 2005).

2.4. Arsénico

El arsénico (As) es un elemento quimico que se encuentra comunmente
presente en la corteza terrestre y las aguas subterraneas. Se ha encontrado en
el aire, la biota, el agua, el suelo y las rocas (De y Maiti, 2012). El arsénico se ha
introducido en el medio ambiente a través de diversas fuentes naturales y
antropogénicas (Smedley y Kinniburgh, 2002). Ejemplos tipicos de fuentes
naturales incluyen volcanes y rocas erosionadas que contienen arsénico, Como
realgar (As2Sa4), orpimenta (As4Se) y arsenopirita (FeAsS) (Espino-Valdés et al.,
2009). Es un elemento singular entre los metaloides y elementos formadores de

oxianiones por su sensibilidad a movilizarse en los valores de pH entre 6.5y 8.5,
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tipicos de las aguas subterraneas (Brookins, 1988; Yan et al., 2000). Por otro
lado, ejemplos tipicos de fuentes antropogénicas comunes incluyen la
agricultura, la ganaderia y la fabricacion industrial de articulos como vidrio,
productos quimicos industriales, cobre, aleaciones de plomo y productos
farmacéuticos, procesos como la fundicion de minerales de hierro, la mineria, la
produccion de pulpa y papel, la fabricacibn de cemento, la quema de
combustibles y desechos (ATSDR, 2007; Duker et al., 2005; Espino-Valdés
et al., 2009).

El arsénico coexiste en diversas especies en los medios acuosos (Figura
4). La carga eléctrica de las especies individuales depende en gran medida de
la condicién redox del sistema (De y Maiti, 2012). A condiciones oxidantes, el
arsénico existe como arseniato (AsO4%), con constantes de acidez (pKa) de 2.2,
6.9 y 11.5 para las especies HzAsO4°, H2AsO*, HAsO4?, AsO4*. Por otro lado,
como podemos ver en la Figura 4, en ambientes mas reductores, el arsénico
existe como arsenito (AsO3%) con valores de pKa de 9.2, 12.1 y 13.4 donde el
ion sin carga HzAsOzCes el que prevalece a pH inferiores a 9.2 (Petrusevski et al.,
2007; Ravenscroft et al., 2009; Samadzadeh-Yazdi y Khodadadi-Darban, 2010).
En particular, este tipo de arsénico es el mas preocupante debido a su probable
impacto perjudicial en las plantas, los animales y los seres humanos (Adeloju
et al., 2021).
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Figura 4. Diagrama de Pourbaix de As en medio acuoso en un sistema As—0,—H;0 a
25 °C y 1 bar de presién con valores generalizados de equilibrio, potenciales y
constantes de disociacion a fuerza iénica de cero. Tomado de Samadzadeh-Yazdiy
Khodadadi-Darban, 2010; Smedley y Kinniburgh, 2002.

2.4.1. El arsénico en la cadena trofica

Los compuestos inorganicos son generalmente mas tdxicos que los
compuestos organicos (WHO, 2021), aunque la toxicidad de los compuestos del
arsénico varia considerablemente, representa una amenaza importante para la
salud publica particularmente cuando se encuentra en aguas contaminadas. Las
principales rutas de exposicion al arsénico para el ser humano son por ingesta,
por inhalacion y por via dérmica (ATSDR, 2007; WHO, 2021). En los humanos,
los efectos se producen tras una exposicion minima de aproximadamente cinco

afios y pueden ser precursores de cancer de piel (ATSDR, 2007; WHO, 2021).

En la Figura 5 se muestra un diagrama simplificado del ciclo

biogeoquimico del arsénico, donde quedan reflejadas las interrelaciones
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existentes entre fuentes, emisiones, movimientos, distribucion y depdsitos de
arsenico.

Figura 5. Ciclo biogeoquimico del arsénico. Una vez en el medio acuatico, el arsénico
puede ser incorporado a la red tréfica. El arsénico total tiende a disminuir a niveles
troficos mas altos a lo largo de las cadenas alimentarias de agua dulce (Chen et al.,
2000; Chen y Folt, 2000; Culioli et al., 2009; Revenga et al., 2012). Los organismos

pueden tomar al arsénico a través de una variedad de vias: directamente de la

solucidn a través de toda la superficie del cuerpo, a través de estructuras respiratorias

especializadas (p. e]. branquias) o a través del epitelio digestivo con agua o alimentos
ingeridos, sedimentos o particulas en suspension (Rahman et al., 2012). Modificada

de: Juncos et al., 2016; MOEF, 2021.

La toxicidad del arsénico varia ampliamente con sus estados de
oxidacibn. Como se comentd anteriormente, las especies inorganicas
generalmente son mas toxicas que las organicas, por ejemplo, el arsenito, que

contiene As(lll), es aproximadamente 60 veces mas toxico que el arseniato, que
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contiene As(V) (Ventura-Lima et al., 2011). Esta ultima especie, a su vez, es 70
veces mas téxica que las especies metiladas como el acido monometilarsonico
(MMA) y el acido dimetilarsinico (DMA), considerandose las dos ultimas formas
s6lo moderadamente toxicas (Akter et al., 2005). Otras especies de arsénico,
como el 6xido de trimetilarsina (TMAOQO) y el tetrametilarsonio (TETRA) también
se consideran moderadamente toxicas, mientras que la arsenobetaina (AsB), la
arsenocolina (AsC) y otros arsenosazlcares (AsS) no muestran toxicidad
(Fattorini et al., 2006).

Las especies de arsénicos mas comunmente encontradas en muestras
medioambientales pueden observarse en la Figura 6. Actualmente, se han
identificado especies de monometilarsenato (MMA), dimetilarsenato (DMA) y
arsenosazucar (azucar sulfato, azucar fosfato y azucar glicerol) en el nivel inferior
de la cadena tréfica de agua dulce, especificamente en el zooplancton del grupo
cladocera y copépoda (Caumette et al., 2012b; 2014; Shibata et al., 1996).
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Figura 6. Especies de arsénico mas comunes en muestras biologicas y
medioambientales. Tomada de Garcia-Salgado, 2013.
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Hasta ahora, se ha propuesto que la formacion de arsenosazucar puede
ocurrir por metilaciéon oxidativa (Challenger, 1945) y por metilacion alternativa
(Hayakawa et al., 2005; Naranmandura et al., 2006). Como se muestra en la
Figura 7, la primera via consiste en la metilacion oxidativa progresiva del
arsénico con reduccion alterna de arsénico segun la siguiente via: As(V) —
As(lll) > MMA(V) — MMA(IIl) - DMA(V) — DMA(Ill) — arsenosazucares, donde
la S-adenosilmetionina (SAM) es el donante de metilo mas probable, mientras
que los compuestos de tiol, como el glutation, que prevalecen en los tejidos
biolégicos, servirian como reductores proporcionando los dos electrones
necesarios para la reduccién de arsénico durante reacciones catalizadas por
enzimas (Caumette et al., 2012a). La segunda via consiste en la metilacion del
arsénico, seguida de su oxidacion para terminar con los metilarsénicos
pentavalentes mas simples, MMA(V) (acido monometilarsonico) y DMA(V) (&cido
dimetilarsinico) (Hayakawa etal., 2005; Naranmandura etal., 2006). Las
especies de arseénico trivalente intermedio dentro de esta via incluyen especies
de tioles de arsénico, como MMA(III) (4cido metilarsenioso) y (&cido
dimetilarenioso) DMA(IIl) (Hayakawa et al., 2005). La abundancia de estas
especies de arsénico en el medio acuético respalda la viabilidad de esta forma
de biotransformaciéon en el medio ambiente (Caumette etal., 2012a). Sin
embargo, el estudio de especies inorganicas y organicas de arsénico en
organismos acuaticos que viven en agua dulce extremadamente contaminada
con arsénico no se ha abordado, lo que podria proporcionar informacion sobre
su biotransformacién en la naturaleza. Ademas, se ha demostrado que la
formacion de compuestos de arsénico metilado es en funcion de la concentracion
de arsénico en el medio ambiente (Caumette et al., 2014) y que la acumulacion
potencial de arsénico en los organismos depende de la especiacion de arsénico
(Caumette, etal.,, 2012b). Por lo tanto, los cuerpos de agua con altas
concentraciones de arsénico, como el de este trabajo de tesis, ofrecen
excelentes oportunidades para generar nuevo conocimiento sobre los procesos

de biotransformacion del arsénico en zooplancton de agua dulce.
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Figura 7. Metilacién de arsénico al ingresar a los organismos y propuesta de las posibles rutas de biotransformacion del mismo, tomada y

traducida de Caumette et al., 2012a.
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2.4.2. Problematica del agua contaminada con arsénico a
nivel internacional y nacional

Las personas estdn expuestas a niveles elevados de arsénico inorganico al
beber agua contaminada, usar agua contaminada en la preparacion de alimentos y el
riego de cultivos alimentarios, comer alimentos contaminados y fumar tabaco. La
exposicion humana a niveles bajos a moderados de exposicién a arsénico (10-300
Mg/L) a través del agua potable tiene efectos adversos, como lesiones cuténeas,
trastornos circulatorios, complicaciones neuroldgicas, diabetes, complicaciones
respiratorias, disfuncién hepatica y renal, cancer y mortalidad por enfermedades
cronicas (Hong et al., 2014; WHO, 2021).

La contaminacion por arsénico de las aguas subterraneas esta muy extendida
y hay varias regiones en el mundo en donde la contaminacién por arsénico del agua
potable es significativa. Hasta el 2009 se reconocia que al menos 140 millones de
personas en 50 paises habian bebido agua que contenia arsénico en niveles
superiores al valor de referencia provisional de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) de 10 ug/L (Ravenscroft et al., 2009). En Bangladesh, se estima que de 60 a
70 millones de personas corren un riesgo potencial para la salud debido a la
exposicion al arsénico, y varios miles ya se han visto afectados por la arsenicosis
cronica (Ravenscroft et al., 2009). Se estima que éste podria ser el mas grande caso
de intoxicacion masiva de la historia (Halim et al., 2008), en el que los autores refieren
concentraciones de hasta 1.352 mg/L en el agua subterranea, valores dos 6rdenes
de magnitud menores a los reportados en el cuerpo de agua de Matehuala, abordado
en este estudio. Mundialmente (Figura 8), la poblacion afectada por arsénico presente
en aguas subterraneas se reporta entre los 94 y 220 millones de personas (Podgorski
y Berg, 2020).
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Con respecto a México, segun la revision de Espino-Valdés et al., 2009, se han
encontrado niveles altos de arsénico en diferentes acuiferos del pais (Ortega-
Guerrero, 2009) y en el agua subterranea de varias regiones: Zimapan, Hidalgo
(Armienta et al., 2001), Tlamacazapa, Guerrero (Cole, 2004), Mexticacan, Teocaltiche
y San Juan de los Lagos, en el estado de Jalisco (Hurtado-Jiménez y Gardea-
Torresdey, 2006), la Comarca Lagunera (Boochs et al., 2007), zonas mineras y
metallrgicas de San Antonio-El Triunfo en Baja California (Armienta y Segovia, 2008).
También se ha encontrado arsénico en suelo y aguas de Matehuala y Villa de la Paz
en San Luis Potosi (Martinez-Villegas et al., 2013; Razo et al., 2004), en agua
subterranea de Durango (Cruz etal., 2020) asi como en areas geotermales de
Michoacan y Puebla (Armienta y Segovia, 2008). Mas recientemente, Osuna-Martinez
et al., (2021) publicaron un andlisis de 226 estudios que reportan arsénico en agua,

sedimentos y biota en estos lugares de México.

La contaminacién con arsénico ha sido un tema de preocupacion en la salud
de la poblacién del pais, incluso se han realizado estudios de la relacion entre la
concentracion de arsénico en pozos de agua y los posibles efectos para diferentes
poblaciones, p. ej. pueblos indigenas (Figura 9) (Navarro-Espinoza et al., 2021).
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Como se mencion6 anteriormente, para el estado de San Luis Potosi, los
municipios con mayores reportes de contaminacion de arsénico han sido Villa de la
Paz y Matehuala (Martinez-Villegas et al., 2013; Mendoza-Chavez, 2016; Pelallo-
Martinez, 2006; Razo et al.,, 2004) asi como en el municipio de Villa de Ramos
(Bocanegra-Salazar, 2006; Vite-Hernandez, 2021). En los dos primeros, como
resultado de la actividad minero-metallrgica de la zona, se ubican varios depdésitos
de residuos de mina que estan compuestos principalmente por calcita y cuarzo, asi
como los minerales: galena (PbS), esfalerita (ZnS), arsenopirita (FeAsS), pirita
(FeS2), calcopirita (FeCuSz2), bornita (CusFeSs) y sulfosales de Cu-Sb (Briones-
Gallardo y Razo-Soto, 2008) y residuos metalurgicos (Martinez-Villegas et al., 2013).
Por otro lado, especificamente para el acuifero somero de Matehuala, se han
reportado concentraciones de hasta 158 mg/L de arsénico, donde el agua fluye a
través de un acuifero poco profundo y la geologia de la superficie local consiste en
una compleja transicibn geologica aluvial-yesifera que exhibe caracteristicas
kéarsticas y de paleocanal (Del Angel-Rios, 2020; Gémez-Hernandez et al., 2020;
Martinez-Villegas et al., 2013).

2.5. Zooplancton

“Zooplancton” es un término que se aplica a la comunidad de animales que
viven a la deriva en el agua, con una capacidad limitada para contrarrestar los
movimientos del agua nadando. Se considera el vinculo mas importante entre los
productores primarios de plancton y los grandes carnivoros, entre ellos las especies
de peces sometidas a explotacién humana (Alcaraz y Calbet, 2003). Los organismos
del zooplancton normalmente miden menos de 2 mm de largo, e incluyen
generalmente tres grupos principales: copépodos, claddceros y rotiferos (Figura 10).
Estos grupos de zooplancton viven en las columnas de agua de los lagos o arroyos
de movimiento lento. Algunos son herbivoros porque pastan fitoplancton y otros son
carnivoros depredadores y son una importante fuente de alimento para peces y aves

acuaticas (Hendrey, 2001).
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Figura 10. Grupos de organismos principales del zooplancton: a) copépodos, b) cladoceros
y, c) rotiferos. Imagenes tomadas de Hauter & Hauter, 2020; Kipp et al., 2019; Van Egmond,
2021.

2.5.1. Copépodos

Para el interés de esta investigacion, centraremos la atencion en el grupo de
los copépodos. La subclase Copepoda (Milne Edwards, 1840), es la mas grande de
las clases de mini-crustaceos con mas de 10,000 especies conocidas. Debido en gran
parte a su alta densidad en los océanos del mundo, se estima que son algunos de los
metazoos mas abundantes de la Tierra (Hardy, 1970). Los copépodos también son
abundantes en sistemas terrestres donde pueden alcanzar densidades superiores a
150,000 individuos/m? en suelos organicos himedos (Reid, 1986), aunque son de
origen marino, también pueden dominar la fauna de algunos sistemas de agua dulce
(Williamson y Reid, 2001).

Los copépodos, tienen categoria de Clase y se dividen en ocho érdenes:
Calanoida, Misophrioida, Harpacticoida, Mormonilloida, Monstrilloida,
Siphonostomatoida, Poecilostomatoida y Cyclopoida (Menéndez-Valderrey vy

Lorenzo-Corchon, 2021), siendo este ultimo orden en el que se centra este estudio.

Los copépodos de agua dulce de vida libre se pueden distinguir de otros
invertebrados acuaticos pequefios por una variedad de caracteristicas morfolégicas.
Como se describe en Gutiérrez-Aguirre et al., 2012, la morfologia general de los
copépodos consta de un cuerpo dividido en segmentos: los cefalicos y los toracicos
(prosoma), los abdominales y el somita anal (urosoma) y un par de furcas caudales
(Figura 11). Mientras que las hembras portan anténulas rectas, los machos cuentan
con anténulas articuladas o geniculadas, lo cual facilita la sujeccién de la cuarta pata

de la hembra durante la copula. En Cyclopoida la quinta pata se encuentra en la region
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del urosoma, por delante del quinto segmento toracico. Mientras que, en el urosoma,
los copépodos portan apéndices pareados, articulados en posicion ventral, en el
urosoma no son encontrados. Por apéndices cefalicos se refiere a las anténulas, las
antenas, las mandibulas, las maxilulas, las macilas y los maxilipedos, estos ultimos
estan fijados en el somita que se fusiona con la cabeza formando el cefalotorax.
Cuentan con cuatro pares de apéndices torécicos/patas. Las anténulas y los
apéndices cefalicos tienen funciones sensoriales y mecanicas (alimenticias),
respectivamente. Morfologicamente, se puede diferenciar hasta el nivel de especie,
observando los apéndices. En Cyclopoida, el nimero de artejos en las anténulas esta
entre 11 y 17 (Gutiérrez-Aguirre et al., 2012). Por otro lado, los apéndices pareados
colocados sobre el térax, conocidas como apéndices/patas toracicas son

especializados para la natacion (Williamson y Reid, 2001).
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Figura 11. Morfologia general de un copépodo (vista dorsal de una hembra a la izquierda y
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pedigero y somita genital de un macho. Tomada de Gutiérrez-Aguirre et al., 2012.

Los copépodos de agua dulce generalmente varian en tamafio de 0.5a 2.0 mm
de longitud, aunque algunas especies como los cyclopoides Macrocylops fuscus y
Megacyclops gigas, y calanoides en varios géneros, incluidos Heterocope, Epischura,

Limnocalanus y Hesperodiaptomus pueden alcanzar longitudes de 3-5 mm. Si bien la
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gran mayoria de estos organismos son transparentes o de un gris palido o marrén,
los colores pueden variar del negro al rojo, naranja, rosa, violeta, verde y azul. Los
colores mas brillantes a menudo se deben a pigmentos vegetales como los

carotenoides en gotas de aceite del cuerpo del copépodo (Williamson y Reid, 2001).

Los copépodos son comunes en una variedad de hébitats acuaticos y
semiacuaticos que van desde suelos humedos, paquetes de hojas, aguas
subterraneas, humedales y fitotelmas, hasta lagos, estuarios y océanos abiertos
(Williamson y Reid, 2001). Este grupo de organismos ha sido capaz de desarrollar
modificaciones estructurales, fisiolégicas y de comportamiento, que les ha permitido
ser el grupo mas diverso del planeta (Gutiérrez-Aguirre et al., 2012). La mayoria de
las especies son omnivoras, con alimentos que van desde detritus y polen hasta
fitoplancton, otros invertebrados e incluso larvas de peces. Los copépodos
constituyen con frecuencia una parte importante de la biomasa de consumo en estos
habitats. Desempefian un papel fundamental en las redes alimentarias acuaticas
como consumidores primarios y secundarios, y como fuente principal de alimento para

muchos invertebrados y vertebrados méas grandes (Williamson y Reid, 2001).

2.5.2. Organismos de zooplancton habitando agua
contaminada con arsénico

Debido a su toxicidad, instancias nacionales e internacionales consideran al
arsénico dentro de sus regulaciones como un parametro para la proteccion de la vida
acuatica. En México, entre los criterios ecoldgicos marcan el limite maximo permisible
de arsénico en agua para la proteccion de la vida acuética en 0.2 mg/L (Acuerdo por
el que se establecen los criterios ecolégicos de calidad del agua, 1989), con respecto
a los sedimentos la normativa internacional sefiala concentraciones de arsénico de
hasta 17 mg/kg (CCME, 1999; EPA, 2002) como un nivel probable de efecto sobre
los organismos acuaticos de agua dulce, mientras que en México no existe regulacion

para la calidad de los sedimentos.

Se ha encontrado que los organismos vivos reaccionan de diferente forma a la
exposicion al arsénico, algunos de ellos lo pueden bioacumular (Gutiérrez y

Gagneten, 2011), que es el proceso mediante el cual, el organismo toma sustancias
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del medio y lo almacena en sus tejidos a través del tiempo. Ademas, tiene efectos
adversos en organismos de zooplancton como claddceros, ostracodos, copépodos,
rotiferos y oligoquetos (Alvarado-Flores et al., 2019). Dichos efectos pueden impactar
la ecologia y morfologia de la poblacion de dichos organismos, asi como su
abundancia, tamafio, sexo y proporcion de sexos (hembra: macho), entre otros
parametros (Conde-Porcuna et al., 2004; De la Lanza-Espino et al., 2011; Dinh et al.,
2020; Karlsson y Winder, 2020; Zhao et al., 2018; Zhu et al., 2020).

Se han reportado ensayos de laboratorio en los cuales, concentraciones de
arsénico de hasta 3 mg/L son letales para el zooplancton (Chen et al., 1999). Sin
embargo, es bastante conocido que los grupos principales de agua dulce, claddceros,
rotiferos y copépodos, bioacumulan arsénico (Alvarado-Flores et al., 2019; Byeon
et al., 2020; Caldwell et al., 2011; Caumette, et al., 2012b; Caumette et al., 2014;
Rubio Franchini et al., 2015). Esto, probablemente debido a la biotransformacién de
especies de arsénico inorganico mas toxicas en especies de arsenobetaina y
arsenosazucares menos toxicas, como se ha demostrado para organismos marinos

y de agua dulce, respectivamente (Caumette et al., 2012a; Caumette et al., 2014).

En el caso de aguas naturales contaminadas con arsénico, se ha encontrado
presencia de zooplancton. Por ejemplo, en Barrett et al.,, 2018, encontraron
copépodos y cladoceros habitando en aguas con concentraciones de hasta 56 pg/L,
mientras que en Caumette et al., 2011, 2012b, encontraron a estos mismos grupos
del zooplancton pero en concentraciones de hasta 250 pg/L, ademas, estos ultimos
midieron bioconcentraciones de arsénico (11 mg/kg) y la distribucion de arsénico en

un cladocero (Figura 12).
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Figura 12. Mapeo de arsénico en Daphnia pulex. La sefial se muestra como un gradiente
de concentracion (a), con la imagen correspondiente de Daphnia (b). Tomada de Caumette
et al., 2012b.

2.6. Extremofilos

Los extremafilos son organismos que pueden sobrevivir a condiciones fuera de
lo convencional, es decir, con la capacidad de prosperar en ambientes extremos como
los que se muestran en la Tabla 1. Dado que viven en “ambientes extremos”, pueden

indicar bajo qué rango de condiciones es posible la vida (NOAA, 2021).

Las enzimas Unicas que utlizan estos organismos, llamadas
"extremoenzimas"”, son muy resistentes a condiciones extremas debido a su gran
solidez, y plantean nuevas oportunidades para la biocatalisis y biotransformaciones,
asi como para el desarrollo de la economia y de una nueva linea de investigacion, a

través de su aplicacion (Dumorné et al., 2017; Oliart-Ros et al., 2016).

Es importante tener en cuenta que estos organismos son ‘extremos' solo desde
una perspectiva humana. Si bien el oxigeno, por ejemplo, es una necesidad para la
vida tal como la conocemos, algunos organismos prosperan en ambientes sin oxigeno
en absoluto (NOAA, 2021).
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Tabla 1. Clasificacion de los extremdfilos definidos por sus ambientes. Tomada y traducido

de Souza

et al., 2020.

Parametro

Condicién de

Entorno extremo

ambiental Tipo de extremafilo | crecimiento representativo
definida P
Psicrofilo <-15°C Hielo nieve
Termdéfilo 60 to 80 °C Aguas termales
Temperatura
Respiraderos
Hiperterméfilo 110 - 121 °C hidrotermales
ocednicos, aguas
termales
Drenaje minero,
Aciddfilo pH < 3.0 manantiales
pH volcanicos
Alcaldfilo pH > 9.0 Lagos alcalinos
Océano profundo, p.
Presion Piezofilo > 10 MPa ej. fosa de las
Marianas
Lagos de sal,
Salinidad Hal6filo > 10% (wiv) Nacl | desiertos, minas de

sal, alimentos
salados, evaporitas

Radiacion ionizante

Radiorresistente

1500 to 6000 Gy

Nucleo de agua del
reactor nuclear

Desiertos,
., e superficies rocosas,
Desecacion Xerdfilo a<0.6 pe
ambientes
hipersalinos
Altas
Tolerantes a los . Aguas, suelos
Metales pesados concentraciones de .
metales contaminados
Cu, Cd, As, Zn
Ambientes Océano pelagico
Nutrientes nutricionalmente Oligotréfico pelagicoy
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2.6.1. Metalotolerantes

Como se observa en la Tabla 1, uno de estos grupos de extremofilos es el de
los metalotolerantes, microorganismos capaces de tolerar y desintoxicar altos niveles
de metales pesados disueltos (Margaryan et al., 2010). Los microorganismos utilizan
metales como componentes estructurales de biomoléculas, como cofactores en
reacciones reversibles de oxidacion/reduccién y en cadenas de transferencia de
electrones durante la conservacion de energia (Dopson et al., 2014). Sin embargo,
los metales pueden volverse toxicos si sus concentraciones intracelulares son
demasiado altas. La mayoria de los microorganismos metalotolerantes tienden a ser
acidoéfilos ya que las actividades fisiologicas de tales microorganismos permiten la
tolerancia frente a concentraciones elevadas de metales (Dopson et al., 2014). Como
muchos metales son mas solubles a pH &cido, los aciddéfilos suelen estar expuestos
a altas concentraciones de metales y pueden sobrevivir en cantidades 1000 veces
mas altas que los microorganismos neutrofilos (Dopson et al., 2003). La mayoria de
los organismos reportados como metalotolerantes son microbios metalotolerantes
gue pertenecen a todos los grupos bacterianos, principalmente entre los
microorganismos quimioheterétrofos aerdbicos y aerdbicos facultativos (Margaryan
et al., 2010). Los suelos y aguas contaminadas con desechos industriales y urbanos
no tratados y muestras del medio natural con una alta concentracion de metales son
hébitats importantes de microorganismos metalotolerantes. En general, poco se ha
reportado acerca de extremofilos metalotolerantes del reino animal habitando aguas
contaminadas con altas concentraciones de arsénico y valores de pH entre neutros y

ligeramente alcalinos.

Se ha visto que estos organismos tienen diferentes mecanismos que apoyan
Su supervivencia en concentraciones de metales muy altas. Uno de estos son las
membranas de los microorganismos metalotolerantes que estan equipadas con varios
canales que evitan la entrada de iones metalicos en el citoplasma. Un proceso
denominado “sorcion de metales” es comun en microorganismos metalotolerantes
donde los iones metalicos se unen a la membrana, pero no pueden ingresar a la
célula. Ademas, los diferentes canales de transporte tienen reguladores, como el de
captacion férrica, que regula la entrada de iones de hierro en la célula. Otro

mecanismo de adaptacion es la mineralizacion, que es el proceso de conversion de
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compuestos organicos en formas inorganicas para que puedan excretarse fuera de la
célula. El proceso es comun en muchos metalotolerantes, que tienen diferentes
enzimas que catalizan el proceso de mineralizacion (Margaryan et al., 2010). En estos
organismos también se estudian otros procesos metabdlicos que convierten formas
toxicas de metales en formas menos toxicas a través de la oxidacién y reduccion
enziméatica. Algunos de los ejemplos comunes de especies metalotolerantes incluyen
Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus
caldus, Corynebacterium diptheriae, Acidiphilium rubrum, Acidiphilium multivorum,
etc. Muchos metalotolerantes son monitores bioldgicos de la contaminacién ambiental
(Chen et al., 2012; Jibaja et al., 2019; Margaryan et al., 2010; Wakao et al., 1994). En
cuanto al arsénico y las bacterias se ha reportado que para hacer frente a la toxicidad
del arsénico, se pueden encontrar genes de resistencia al arsénico en el genoma de
casi todas las especies bacterianas secuenciadas hasta la fecha, y se sabe que las
bacterias llevan a cabo la reduccion organoarsénica, los arsenicales metilados y
aromaticos reducidos son téxicos, sin embargo tienen resistencia en el proceso,

gracias al gen ArsH (Yang y Rosen, 2016).

2.7. Genética

Para describir, conocer y clasificar a un organismo es importante entender el
concepto de especie. La especie es el grupo de organismos que pueden reproducirse
y producir descendencia fértil (CONABIO, 2021). Se puede definir morfolégicamente
a una especie como un grupo de individuos morfoldgica, fisioldgica y bioquimicamente
diferentes de otros grupos en ciertas caracteristicas, definicion mayormente utilizada
por los taxbnomos para identificar especies desconocidas y clasificar especies. Por
otro lado, entre los bidlogos evolutivos es comun utilizar la definicion biologica de
especie, que la define como un grupo de individuos que potencialmente pueden
reproducirse entre si, pero no con individuos de otras especies, y se basa mas en
relaciones genéticas medibles que en rasgos fisicos subjetivos (Primack, 2002). En
el sistema de clasificacion conocido como “sistema binominal”’, se asigna a cada
especie un par de nombres, el primero, la relacion con otras especies, conocido como
el nombre del género, y el segundo, el nombre Unico de la especie (CONABIO, 2021).

Ver ejemplo de la Figura 13.
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Figura 13. Infografia ejemplo de identificacién de especies, “el lobo (Canis lupus) y el
coyote (Canis latrans), comparten el nombre genérico Canis ya que son parientes cercanos,
pero cada uno tiene su nombre especifico unico”. Tomada de CONABIO, 2021.

De esta manera son necesarias algunas ramas de la biologia para el estudio
de las especies, como lo son: la morfologia, que estudia la forma y estructura de
animales y plantas; la ecologia, que trata las respuestas de los organismos a su
entorno y por ultimo, la genética, que estudia la constitucion gendomica y el
comportamiento hereditario, entre otras (Perea-Dallos et al., 2007). En la actualidad,
las innovadoras técnicas de analisis genéticos de ADN (&cido desoxirribonucleico)
(Figura 14) permiten conocer la identidad y la relacién de parentesco entre las
especies, esta molécula se encuentra en el nicleo de las células y en menor medida

en las mitocondrias.
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Figura 14. Estructura del ADN. Tomada de Britannica, 2020.

El gen es la unidad basica de la herencia. Los genes se transmiten de los
padres a la descendencia y contienen la informacion necesaria para precisar sus
rasgos, estos fragmentos de ADN constituyen una parte esencial de los cromosomas
(Collins, 2021). Se ha utilizado al gen mitocondrial citocromo oxidasa | (COIl) para
identificar especies animales debido a su alto nivel de diversidad, por lo tanto, ha sido
atil para estudiar a las especies estrechamente relacionadas o incluso para estudiar
agrupaciones filogeograficas dentro de las especies (Hebert et al., 2003; Luo et al.,
2011). Las técnicas en las que se apoya la biologia molecular para estudiar al ADN
son: la extraccion, la amplificacion por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y la secuenciacion del ADN.

La aplicacion de estas técnicas moleculares inicia con la extraccién del ADN,
gue es un método para purificar el ADN mediante el uso de métodos fisicos y/o
guimicos de una muestra, separando el ADN de las proteinas, membranas y otros
componentes celulares (Gupta, 2019). Entre los meétodos para realizar esta
extraccion, se encuentran los que se basan en la hidrélisis con proteinasa K, la cual

digiere proteinas, remueve contaminaciéon de los acidos nucleicos e inactiva
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nucleasas que degradan el ADN o el ARN (&cido ribonucleico) durante la extraccién
(Gonzalez et al., 2011), el procedimiento puede llevarse a cabo con la ayuda de kits

comerciales (Dundas et al., 2008; Guinn, 1966).

Una vez que el ADN es extraido se puede llevar a cabo la técnica de PCR
(Figura 15). En esta técnica se sintetiza muchas veces un fragmento de ADN
utilizando una polimerasa que puede trabajar a temperaturas muy elevadas, ya que
proviene de la bacteria Thermus aquaticus que vive a altas temperaturas (79°C a
85°C). En un tubo se mezclan todos los reactivos: la polimerasa, el ADN del
organismo que queremos estudiar, los oligonucle6tidos necesarios para que se inicie
la transcripcion (primers, iniciadores, cebadores, “oligos”, etc.), dinucledtidos
(dNTPs), y las condiciones para que la enzima trabaje adecuadamente (pH, MgClz,
KCI u otros reactivos) (Espinosa-Asuar, 2007). La PCR simula lo que sucede en una
célula cuando se sintetiza el ADN.
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Figura 15. Reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR). Esta reaccién permite que unos pocos fragmentos de ADN se repliqguen en millones o
miles de millones de copias. La amplificacion del ADN nos permite estudiar la molécula del ADN en detalle en el laboratorio. Tomada de
Biesecker, 2021.
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Las condiciones de la PCR dependen de lo reportado para el oligonucle6tido

utilizado, las condiciones estandar son las presentadas en la Tabla 2, y dependiendo

de los resultados se pueden modificar.

Tabla 2. Condiciones estandar para una PCR (calculos para 50 pl por tubo). Tomada de

Espinosa-Asuar, 2007.

Concentracién | Concentracion final en la Cantidad Cantidad para
inicial reaccion para untubo | 10 tubos
dNTPs 10 mM (todos) | 200 uM 1l 10
varia de acuerdo al
magnesio
Magnesio 25 mM 1.5mM 3ul 30 ul
puede probarse de 1 a 4mM
Oligo forward 10 uM 1um 5ul 50 pl
puede probarse de 0.1 a1
MM
Oligo reverse 10 uM 1uM 5ul 50 ul
puede probarsede 0.1al
uM
Enzima 5 U/ul 1U 0.2 pl 2 pl
Buffer 10x 1x 5l 50 pl
Agua -- -- 29.8 ul 298 ul
ADN (agregar 0.1 mg/ml 0.1 mg genémico (maximo 11

después de
dividir el mix)

500 ng; de bacteriade 1 a 10

ngy sies plasmido de 0.1 a
1 ng)

Para el caso de las temperaturas y los ciclos se recomienda buscar reportes

acerca del organismo o fragmento de ADN a amplificar. Sin embargo, las condiciones

estandar, reportadas por (Espinosa-Asuar, 2007) se presentan a continuacion :

- Desnaturalizacion inicial: 95°C por 5 a 10 min;

- 30 ciclos con desnaturalizacién a 95°C por 30 s, alineamiento a 50°C por 30 s

y extension a 72°C por tiempo variable;

- Extension final a 72°C por 10 min (aunque no es estrictamente necesario este

ultimo paso, es solo para asegurar que los fragmentos incompletos se terminen

de sintetizar);

- Al final se programa la maquina para que conserve los tubos a 4°C.
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Para comprobar y visualizar el fragmento de ADN amplificado por la técnica de
PCR, se utiliza la electroforesis en gel. La electroforesis en gel es una técnica utilizada
para separar fragmentos de ADN por su tamafio y carga y consiste en aplicar una
corriente a través de un gel que contiene las moléculas de interés. Con base en su
tamafio y carga, las moléculas se desplazan por el gel en diferentes direcciones o a
distintas velocidades, con lo que se separan unas de otras (Reddy y Raju, 2012).
Finalmente se pueden observar las bandas del ADN en el gel con ayuda de un
transiluminador de luz UV y una vez obtenidos los fragmentos amplificados de ADN,
llevar a cabo la secuenciacion de este, que es una tecnologia que permite conocer y

descifrar el codigo genético del ser vivo de interés.

Para el caso de la identificacién de especies de copépodos se ha reportado la
extraccion del gen citocromo oxidasa | (COIl) por medio de materiales quelantes
directamente sobre el tejido (p. ej. chelex) o el uso de kits comerciales para extraccion
de ADN en sangre y tejido, siguiendo los protocolos de fabricante, con ligeras
modificaciones (como extender el tiempo de lisis) y utilizando los iniciadores LCO1490
y HCO2198 en combinacion con Cop-COI-2189 (Folmer et al., 1994; Laakmann et al.,
2013). En el Anexo 1 se presentan las condiciones reportadas para amplificacion de
ADN, producto de una busqueda sisteméatica de informacion realizada para este

estudio.
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3. Materiales y métodos

3.1. Sitio de estudio

El sitio de estudio denominado “Club de Tiro” se encuentra en la parte norte
del estado de San Luis Potosi, en el municipio de Matehuala. La geologia local
superficial consiste en una compleja transicion geoldgica aluvial-yeso que exhibe
caracteristicas de paleocanal y karst (Gomez-Hernandez etal., 2020). Es una
excavacion que cubre un area de 50 m?, tiene bordes difusos, sirve como un vertedero
privado de basura y se encuentra al costado de una pequefia granja de subsistencia.
Dicha excavacion tiene una profundidad de casi 2 m, mientras que el tirante de agua
es de 30 cm, aproximadamente (Figura 16). Estudios previos en el lugar de muestreo
mostraron concentraciones extremadamente altas de arsénico en el agua (hasta 158
mg/L) (Martinez-Villegas et al., 2013; Pelallo-Martinez, 2006; Razo et al., 2004),
debido a la disolucion de desechos metallrgicos de una fundicion inactiva ubicada
200 m al norte del punto de muestreo (Martinez-Villegas et al., 2013). Ademas,
Mendoza-Chavez, (2016), reporté la presencia de organismos de zooplancton en la
zona de estudio, lo que sugiere que el zooplancton que habita este cuerpo de agua
podria ser una especie metalotolerante que acumula arsénico Para este estudio se
midieron pardmetros fisicoquimicos del agua y se recolectaron muestras de agua,

sedimento y zooplancton.
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Figura 16. Sitio de muestreo ubicado en Matehuala, San Luis Potosi, México. El punto de
muestreo es una excavacion de 2 m de profundidad y 50 m? de ancho (14N: 332784,
2617530).

3.2. Parametros fisicoquimicos, cationes, aniones y
arsénico

La temperatura ambiente, la temperatura del agua, el pH, la conductividad
eléctrica (CE), el total de sélidos disueltos (TDS), el potencial de oxidacién-reduccién
(ORP) y el oxigeno disuelto (OD) se midieron in situ utlizando una sonda
multiparamétrica (HANNA Instruments, Modelo 9829). Ademas, la alcalinidad se
determiné mediante titulacion utilizando un kit de titulacion automatica de la marca
HACH modelo AL-DT.

En el sitio de muestreo se recolectaron muestras de agua para determinar
arsénico, asi como los principales cationes y aniones, a lo largo de 8 camparias de
muestreo realizadas durante los meses y afios siguientes: abril 2015, marzo 2016,
agosto 2017, octubre 2017, diciembre 2017, febrero 2018, mayo 2018 y agosto 2018.
Las muestras de agua se recolectaron en botes de polipropileno de 60 ml previamente
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lavados y enjuagados con agua desionizada. Los frascos para determinaciones de
arsénico y cationes se lavaron con Extran® al 2% y solucién de HNO3z al 10%,
mientras que los frascos para determinaciones de aniones se lavaron solo con
Extran® al 2%. Todas las muestras de agua se pasaron a través de filtros de 0.45 um,
se acidificaron a pH <2 usando HNO3s concentrado (solo para cationes y arsénico) y
se almacenaron a 4 °C hasta su analisis (Figura 17). Para el control y aseguramiento
de la calidad, se recolectaron un blanco de laboratorio, un blanco de campo y un

duplicado en cada campafia de muestreo.

El arsénico y los cationes principales (calcio, magnesio, sodio y potasio) se
determinaron en las instalaciones del Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola,
Médica y Ambiental (LANBAMA) del IPICYT, mediante espectroscopia de emision
Optica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES), utilizando un espectrometro
Varian 730 ES (EPA, 1994). Debido a la salinidad relativamente alta, derivada del
entorno geoldgico gipsico y karstico, las muestras se diluyeron (1:5) para el analisis
ICP-OES. Para dichos analisis se llevaron a cabo calibraciones con muestras de
referencia y blancos, asi como replicados para control de calidad para asegurar la
confiabilidad de los datos analiticos. La curva de calibracién estuvo en el rango de

0.05 a 20 mg/L, mientras que el limite de deteccion fue de 0.001 mg/L.

Los aniones (sulfato, cloruro, nitrato y fluoruro) se determinaron en las
instalaciones del Laboratorio de Geoquimica Ambiental del Centro de Geociencias
(UNAM), mediante cromatografia liquida de alto rendimiento/cromatografia i6nica
(HPLC-IC), utilizando un Thermo-Dionex 1100 con supresor ASRS-Ultra 300 de 4
mm, columna lonPac AS14A y detector electroquimico ED50 (EPA, 1997). Se
realizaron calibraciones con muestras de referencia, blancos y replicados para control
de calidad para asegurar la confiabilidad de los datos analiticos. Los coeficientes de
correlaciéon en las curvas analiticas fueron superiores a 0.9993, mientras que los

porcentajes de recuperacion fueron superiores al 90%.
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Figura 17. Proceso de recoleccion y preparacion de muestras de agua hasta llegar al
laboratorio.

3.3. Clasificacion del agua

Para la construccién de los diagramas hidrogeoquimicos, se utilizé el software
libre Diagrammes version 6.73, distribuido por Laboratoire d'Hydrogéologie d'Avignon,
alimentando dicho programa con los resultados obtenidos para las determinaciones
de cationes y aniones en las muestras de agua analizadas para todas las campafas
de muestreo. Adicionalmente se realiz6 una interpretacion de los diagramas obtenidos
con ayuda de literatura especializada en clasificacién y tipo de agua (Custodio y
Llamas, 1996).

3.4. Estructura de la poblacion de zooplancton

Las muestras de zooplancton se recolectaron tomando vy filtrando diferentes
volumenes de agua (de 12 a 100 L) en cada campafia de muestreo. El muestreo se
realizé en funcién de la disponibilidad de agua, asegurando el menor impacto posible
en el ecosistema, teniendo en cuenta el pequefio tamafio y la poca profundidad del
cuerpo de agua. Después de la recoleccién, todas las muestras se filtraron
inmediatamente a través de una red de 45 um para zooplancton (Figura 18). Para el
control y aseguramiento de la calidad, se pretendia recolectar un duplicado en cada
campafna de muestreo. Sin embargo, debido a la baja disponibilidad de agua, solo se
pudieron recolectar 5 de 8 muestras duplicadas. Después de la recoleccién, los
organismos se fijaron en alcohol etilico al 99% en tubos Eppendorf de 15 ml y se
mantuvieron a 4 °C hasta el aislamiento, limpieza, recuento y medicion utilizando un
microscopio estereoscopico Nikon SMZ 800N. Luego, se seleccionaron un total de

180 organismos para el andlisis de bioacumulacién de arsénico. Se recogié una
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muestra adicional de zooplancton para fijar organismos en agua desionizada y realizar

el analisis de distribucién de arsénico.
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Figura 18. Proceso de colecta de zooplancton y preparacién previa a los analisis.

La abundancia de zooplancton se determind cuantitativamente contando
individuos adultos, copepoditos y nauplios utilizando un microscopio 6ptico Olympus
CX21. Los conteos se normalizaron al volumen de agua filtrada en el campo para
informar la abundancia en individuos por litro (ind/L). Se midié la distancia longitudinal
del zooplancton para los organismos usando un microscopio estereoscopico Nikon
SMZ 800N.

Adicionalmente, se llevaron a cabo observaciones de zooplancton en 10
organismos secados a temperatura ambiente y montados en un pin de aluminio. Para
ello se utiliz6 Microscopia Electronica de Barrido (JEOL-SM-6010, ubicado en El
Colegio de la Frontera Sur y FEI Quanta 200 ubicado en el Laboratorio Nacional de
Investigaciones en Nanociencias y Nanotecnologia) y las imagenes obtenidas se
compararon con literatura especializada sobre claves morfolégicas de la Subclase
Copépoda, Orden Cyclopoida (Karaytug y Boxshall, 1998, 1999; Mercado-Salas y

Suarez-Morales, 2009; Suarez-Morales, 1996).

3.5. Bioacumulacion vy distribucion de arsénico en

organismos de zooplancton

Se determind la bioacumulacion de arsénico en organismos fijados en alcohol
etilico al 99% como se muestra en la figura 19. Para esta determinacion, se digirieron

5 réplicas de 30 organismos cada una a temperatura ambiente usando 500 pL de
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HNOs en tubos Eppendorf de 3 mL, previo enjuague de las muestras con agua
desionizada tres veces. El arsénico se determiné en el producto de las digestiones
mediante Espectroscopia de Absorcion Atomica en Horno de Grafito (GFAAS)
utiizando un modelo Varian AA2042, ubicado en el Laboratorio de Analisis
Instrumental de la Divisibn de Ciencias Ambientales (IPICYT), con un limite de
deteccion de 0.24 pg/L y un limite practico de cuantificacién de 2.80 ug/L, (Alvarado-
Flores et al., 2019; DOF, 1994; Rubio-Franchini et al., 2015). Para determinar el peso
seco del zooplancton adulto, 5 réplicas de 30 organismos cada una se llevaron a peso
constante en 5 microtubos Eppendorf a 60 °C en el horno y se pesaron. El peso
promedio por organismo fue de 7.77+1.9 pg. Este peso fue utilizado para determinar

la concentracion de arsénico por kilogramo de zooplancton.
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Figura 19. Procedimiento para la determinacion de bioacumulacién de arsénico en los
organismos (Caumette et al., 2011; Rubio-Franchini et al., 2015).

Por otro lado, para corroborar la presencia de arsénico en los organismos
estudiados se realizaron analisis elemental de los organismos utilizando un
espectrofotometro de fluorescencia de rayos X Bruker S2 PICOFOX ubicado en la
Facultad de Ciencias Quimicas (UACH) y la técnica de fluorescencia total de rayos x
(TXRF). Para ello, el disco de zafiro utilizado en el proceso de deposicion elemental
se configuro utilizando el protocolo descrito en el manual del equipo. Asi, los discos

de zafiro se sumergieron en una solucion de HNO3s al 10% (Sigma-Aldrich), a 40 °C
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durante 30 min. Posteriormente, estos se lavaron con agua destilada y acetona
(Sigma-Aldrich), para ser secados con aire fresco. En dicho instrumento, 15
organismos liofilizados a 19 °C, 6 Pa, -65°C fueron analizados directamente (Figura
20).
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Figura 20. Procedimiento para determinacion de presencia de arsénico por medio de
fluorescencia total de rayos x (Woelfl et al., 2004).

Para determinar la distribucién de arsénico en Paracyclops chiltoni se
realizaron andlisis de fluorescencia de rayos X (U-XRF) en la linea de luz 10.3.2 micro
X-Ray Fluorescence Microprobe (XFM) en las instalaciones del Advanced Light
Source en el Lawrence Berkeley National Laboratory. Para dicho efecto, tres
organismos fueron colocados en un portaobjetos de molibdeno utilizando un
estereomicroscopio. Los organismos se dejaron secar en el portaobjetos a
temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras se congelaron con nitrégeno
liquido (Figura 21). A continuacion, las muestras se analizaron al vacio utilizando una
etapa de enfriamiento Peltier (-22 °C) para mantener las condiciones criogénicas
durante el analisis. Los mapas elementales se recolectaron a 11 966.7 eV, utilizando
un tamafio de punto de haz de 7x7 um, 4x4 um pixeles y un tiempo de permanencia
de 100 ms. Se realizé un mapeo de uXRF bidimensional usando el software LabVIEW
y, posteriormente, los mapas fueron descontaminados y corregidos. El software
LabVIEW se distribuye libremente y estd disponible en el sitio web de ALS:

https://sites.google.com/Ibl.gov/lbnl-als-1032/software-download.
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Figura 21. Procedimiento llevado a cabo en el Lawrence Berkeley National Laboratory para
determinar la distribucion de arsénico en Paracyclops chiltoni.

3.6. Arsénico en sedimentos

Adicionalmente, para determinar la concentracion de arsénico en el sedimento,
se recolectaron muestras de sedimentos en el sitio, en la campafia de muestreo de
agosto 2017, para lo cual se recolecté aproximadamente 1 kg de sedimento del fondo
del cuerpo de agua, utilizando una pala de polipropileno y eliminando manualmente
impurezas como rocas y vegetacion. Estas muestras se mantuvieron en bolsas
metélicas a baja temperatura (4 °C) durante el transporte para su conservacion. Las
muestras de sedimento se secaron en horno a 60 °C durante 24 h, posteriormente se
pesaron 0.25 g de muestra homogénea por triplicado, se agregaron 4 ml de HNO3
concentrado al 65% y se dejoé reposar una noche a temperatura ambiente. La muestra
se agité gentilmente y se digiri6 en microondas (MARS) con el programa BASIC
OPEN con una rampa de 5 min hasta 55 °C y se mantuvo asi durante 10 min para
diluirla en 50 ml de una solucion de HNO3 al 1%. Se centrifug6 durante 5 min a 2500
rpom. La concentracion de arsénico en el sobrenadante se determind utilizando un
plasma de acoplamiento inductivo con un espectrofotdmetro de masas (ICP-MS)
ubicado en el Institute of Geography, University of Bern (Hossain et al., 2012; Mestrot
et al., 2011).
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3.6.1. Especiacion de arsénico en agua y sedimentos

Para conocer la especiacion del arsénico en las matrices de agua y de
sedimento, se llevaron a cabo tanto modelaciones hidrogeoquimicas como analisis

experimentales.

La primera estimacion de la especiacion del arsénico en el agua del Club de
Tiro fue la construccion de un diagrama de especiacion, para lo cual se tomaron los
valores obtenidos de ORP y pH medidos in situ de todos los muestreos y las especies
de arsénico reportadas para aguas naturales en diversas condiciones de estos
pardmetros. Posteriormente, para estimar la distribucion de especies de arsénico en
la fase acuosa con una mayor cantidad de variables, se utilizd el software libre
PHREEQC version 3, del U.S. Geological Survey (USGS), en el cual se ingres6 un
cbdigo de entrada con los datos de la composicion quimica del agua analizados en el
laboratorio, asi como parametros fisicoquimicos medidos en campo (Anexo 2). Y,
finalmente, se llevd a cabo un analisis experimental de especiacion de arsénico en el
agua del Club de Tiro, se realiz6 por triplicado, Unicamente para la campafia de
muestreo: agosto 17. Las muestras de agua se recolectaron en botes de polipropileno
de 60 mL previamente lavados con Extran® al 2% y solucién de HNOs al 10% vy
enjuagados con agua desionizada, las muestras de agua se filtraron a través de filtros
de 0.45 um, se acidificaron a pH <2 usando HNOs (1%) y se almacenaron a 4 °C hasta
su analisis. La especiacion de arsénico en agua se determiné mediante cromatografia
liguida de alto rendimiento de intercambio aniénico acoplada a plasma con
espectrometria de masas (HPLC-ICP-MS) ubicado en el Institute of Geography,
University of Bern (Hossain etal., 2012; Mestrot etal.,, 2011). Los resultados
obtenidos tanto en las estimaciones hidrogeoquimicas como en los andlisis de

laboratorio, fueron comparados.

En el caso de los sedimentos del Club de Tiro, los analisis experimentales de
especiacion también fueron realizados Unicamente para el muestreo de agosto 17.
Las muestras de sedimento se secaron en horno a 60 °C durante 24 h, se trituraron
con un mortero de agata, se pesaron 0.25 g de muestra homogénea por duplicado,
se agregaron 4.8 ml de HNOs al 1%, posteriormente se realiz0 una digestion en

microondas (MARS) usando el programa BASIC OPEN, con una rampa de 5 min
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hasta 55 °C y manteniendo esta temperatura durante 10 min. El sobrenadante se
centrifug6 durante 5 minutos a 2500 rpm. La especiacidén de arsénico en sedimentos
se determind mediante cromatografia liquida de alto rendimiento de intercambio
anionico acoplada a plasma con espectrometria de masas (HPLC-ICP-MS) ubicado
en el Institute of Geography, University of Bern (Hossain et al., 2012; Mestrot et al.,
2011). Ademas, para estimar los indices de saturacion se utilizé el mismo codigo de
entrada descrito en el parrafo anterior (Anexo 2), en el software liore PHREEQC
version 3, del U.S. Geological Survey (USGS). Los resultados obtenidos tanto en los
analisis de laboratorio como en la modelacion hidrogeoquimica fueron comparados

entre si y con la informacion reportada de la geologia del sitio.

3.7. Genética
3.7.1. Extraccion del ADN

De las muestras de zooplancton recolectadas en las diversas campafias de
muestreo, se recuperaron algunos de los organismos fijados en alcohol para realizar
analisis genéticos. Se llevd a cabo la extraccion de ADN de 20 muestras (Tabla 3),
incluyendo copépodos individuales, grupos de 2 o 3 individuos de copépodos, asi
como 25 mg de organismos de la familia de crustaceos de facil acceso como lo eran

los camarones, para usarse como control positivo.

Tabla 3. Muestras utilizadas en los analisis genéticos, incluyen copépodos (Paracyclops
chiltoni) colectados en el sitio de muestreo (Club de Tiro) y crustaceos de facil acceso,
camaron (Caridea).

No. de

Tipo de muestra
muestra

1 1 copépodo (~7.77 ug)

2 1 copépodo (~7.77 ug)

3 camarén (25 mg)

4 camaroén (25 mg)

5 1 copépodo (~7.77 ug)

6 1 copépodo (~7.77 ug)
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7 1 copépodo (~7.77 ug)

8 1 copépodo (~7.77 ug)

9 1 copépodo (~7.77 ug)

10 1 copépodo (~7.77 ug)

11 camaron (25 mg)

12 camaron (25 mg)

13 1 copépodo (~7.77 ug)

14 2 copépodos (~15.5 ug)

15 3 copépodos (~23.3 ug)

16 camaron (25 mg)

17 camaron (25 mg)

18 1 copépodo (~7.77 ug)

19 2 copépodos (~15.5 ug)

20 3 copépodos (~23.3 ug)

Los copépodos fueron fotografiados previo a su andlisis (Figura 22).
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Figura 22. Fotografias de copépodos previo a las extracciones de ADN. Fueron obtenidas por medio de microscopia Optica y el software Leica

Application Suite.
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La extraccion de ADN se realiz6 utilizando el kit comercial DNEasy Blood and
Tissue (QIAGEN Inc.), siguiendo el procedimiento del Anexo 3. Una vez extraido, el
ADN de las muestras 11 a la 20 fue cuantificado por medio del Nanodrop 2000 Thermo
scientific. Se realiz6 la concentracion y purificacion usando el kit comercial DNA Clean
and Concentrator (Zymo Research Inc.) siguiendo el protocolo del Anexo 4. Una vez
extraido y cuantificado el ADN de las muestras, se procedio a realizar la amplificacion

de estos fragmentos de ADN, por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa.

3.7.2. Reaccion en cadena de la polimerasa.

Una vez obtenido el ADN tanto de muestras purificadas y concentradas, como
de las que no tuvieron ese tratamiento, se llevd a cabo la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) para las 20 muestras y un total de 13 distintas condiciones de PCR
utilizando un termociclador Applied Biosystems™ Veriti™. Las condiciones de
amplificacion fueron las descritas para el gen COI de copépodos, microcrustaceos y

organismos similares por Folmer et al., 1994 y Mercado-Salas et al., 2018 (Anexo 5).

Para comprobar si la amplificacion se llevé a cabo de manera correcta, se
utilizé la técnica de electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (ver protocolo en el Anexo
6).

3.8. Analisis de datos

3.8.1. Analisis de componentes principales (PCA)

Primeramente, se llevaron a cabo pruebas de normalidad a los datos utilizando
el método Shapiro-Wilk. Posteriormente, las relaciones entre los parametros abioticos
y bibticos se determinaron mediante el andlisis de componentes principales (PCA)
con datos fisicoquimicos (temperatura ambiente, temperatura de la muestra, pH, CE,
TDS, ORP, OD, cationes, aniones y As) y de la estructura de la poblacion (abundancia
y longitud del zooplancton) utilizando el software Origin (Pro), versién 2016,
(OriginLab Co.), cabe mencionar que no se llevé a cabo ningun pretratamiento de

datos.
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4. Resultados

4.1. Parametros fisicoquimicos.

La Tabla 4 muestra los resultados de los parametros fisicoquimicos medidos
en el sitio de estudio (Club de Tiro), consta de 6 muestreos realizados entre los afios
2017 y 2018, asi como 2 muestreos adicionales reportados en el 2016 por Mendoza-

Chavez, con el fin de ampliar el estudio del comportamiento de este sistema acuatico.

Tabla 4. Pardmetros fisicoquimicos medidos en campo.

Tambiente | Tmuestra pH CE SDT ORP oD

(*C) ("C) (mS/iem) (g/L) (mV) (mg/L)
Abril15* 2033 2250 B6.70 276 1.86 29524 1.26
Marzo16* 18.40 21.50 677 321 1.10 158.00 0.60
Agosto17 2212 2275 5.85 340 1.70 24965 3.90
Octubre17? 15.83 18.30 5.98 3.39 1.71 223.00 4.20
Diciembre17 14.71 18.60 716 328 1.64 384 80 258
Febrero18 18.33 2048 7.05 3.39 1.69 356.00 4.33
Mayo18 2266 21.50 712 6.61 3.30 400.00 2.24
Agosto18 21.40 21.50 5.64 274 1.45 484 20 4 54
Prom. 19.22 20.89 5.91 3.59 1.80 32224 2.95
DE 293 1.65 019 1.24 0.69 115.00 1.51
Min. 1471 18.30 6.64 274 1.10 158.00 0.60
Max. 2266 2275 716 6.61 3.30 484 20 4 54

Prom. = Promedio, DE = Desviacion estandar, Min. = Minimo, Max. = Maximo.
* Tomados de Mendoza-Chavez, 2016.

En el area de estudio, la temperatura ambiente varié entre 14.71 °C y 22.66 °C
durante el periodo de muestreo. La temperatura del agua vario entre 18.30 °Cy 22.75
°C. Adicionalmente, no se encontrd diferencia significativa entre las temperaturas del
ambiente y la temperatura del agua del Club de Tiro (Figura 23). Se ha reportado que
temperaturas de entre 13.5 °C y 32 °C en aguas dulces son adecuadas para el
desarrollo de los organismos planctonicos (Gaikwad et al., 2008; Kamat, 2000), por lo
que podemos considerar que el sitio de estudio tiene valores de temperatura

adecuados para el desarrollo de dichos organismos.
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Figura 23. Diagrama de cajas que muestran el primer cuartil, la mediana o el segundo
cuartil, el tercer cuartil y el rango intercuartilico, asi como los bigotes, que determinan el
limite para la deteccién de valores atipicos para temperatura ambiente y temperatura del

agua en °C, para datos recolectados en las 8 campafas de muestreo.

Como se muestra en la Figura 24, los valores del pH variaron entre 6.64 y 7.16.
Generalmente, en ecosistemas de agua dulce el valor de pH varia entre 6 y 9 (Quiroz-
Martinez et al., 2006). Segun Kurbatova, (2005) y Tanner et al., (2005), el rango de
pH entre 6.0 y 8.5 indica una productividad media de un reservorio.
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Figura 24. Valores de pH medidos en campo. * Tomados de Mendoza-Chéavez, 2016.
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En el caso de la conductividad eléctrica los valores estuvieron entre 2.74y 6.61
mS/cm, mientras que los solidos disueltos totales variaron entre 1.10 g/L y 3.30 g/L
(Figura 25). Tanto los valores de conductividad eléctrica como los de sélidos disueltos
totales fueron ligeramente altos para los valores tipicos del agua dulce, 0 a 1 mS/cm
y 0.5 g/L, respectivamente (Moran, 2018), encontrandose dentro del rango de agua
salobre, que va desde los 1 mS/cm hasta los 46 mS/cm (Prajapati, 2018; USGS,
2016), destacando la naturaleza evaporitica del sitio de muestreo. Estudios en lagos
con diferentes valores de soélidos disueltos totales muestran que el nimero de
especies en el zooplancton disminuye en presencia de valores mayores a 1 g/L

(lvanova y Kazantseva, 2006).
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Figura 25. Valores de conductividad eléctrica y solidos disueltos totales medidos en campo,
para 8 campafias de muestreo. * Tomados de Mendoza-Chéavez, 2016.

Los valores de las temperaturas ambiente y del agua, el pH, la conductividad
eléctrica y los solidos disueltos totales fueron similares a los valores reportados
previamente para el mismo sitio de estudio (Goémez-Hernandez et al., 2020; Martinez-

Villegas et al., 2013; Pelallo-Martinez, 2006).

Como se observa en la Tabla 4, el rango del potencial de 6xido-reduccion varié
entre 158 mV y 484.2 mV, equivalentes a valores de pe que variaron de 6.00 a 10.09,
con un promedio de 8.32+1.67, denotando que las muestras se encuentran en un

sistema suboxico-oxico (Figura 26) (Essington, 2004).
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Figura 26. Region de estabilidad de pe-pH (P= 1.0 atm, P=0.21 atm, T=25 °C, P = 1 atm,
y actividad del H,O es la unidad) y las zonas redox (6xica, subdxica y anoxica) (Essington,
2004; Sposito, 2008), asi como los valores encontrados en las muestras de agua
recolectadas en el Club de Tiro en Matehuala. * Tomados de Mendoza-Chavez, 2016.

Los valores de oxigeno disuelto variaron entre 0.6 mg/L y 4.54 mg/L (Tabla 4
y Figura 27). Los niveles de oxigeno disuelto en sistemas de agua dulce como lagos,
rios y arroyos pueden alcanzar hasta los 14.6 mg/L, dependiendo de las estaciones,

la ubicacién y la profundidad del agua (Patel y Vashi, 2015).
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Figura 27. Concentraciones de oxigeno disuelto determinados en el Club de Tiro para 8
campanfas de muestreo. * Datos tomados de Mendoza-Chéavez, 2016.

Asi como el potencial de 6xido-reduccion, la temperatura, el pH y el oxigeno
disuelto también estan de acuerdo con los valores de agua dulce natural que presenta
condiciones suboxicas-6xicas (Essington, 2004; Ongley, 1997; Quiroz-Martinez et al.,
2006).

4.2. Cationes y aniones

Las concentraciones para cationes y aniones medidos en las muestras de agua

recolectadas en el Club de Tiro se reportan en la Tabla 5.
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Tabla 5. Estadisticos descriptivos de cationes, aniones y elementos traza

Ca* Mg?* Na* K* HCO; S02 Crr NOy F As

(mgll) | (mglL) | (mglL) | (mgl) | (mgl) | (mglL) | (mgl) | (mgl) | (mgl) | (mgl)
Abril15*|  356.80 31.78 79.40 6.53|  219.00] 1065.00] 189.13 32.79 2.00 40.17
Marzo16*|  367.36 38.81 35.63 8.58| 296.00) 365567| 189.13 32.79 2.00 53.23
Agostol7|  466.05 50.57] 21561 13.01]  264.00] 2010.77| 203.44 61.93 2.11 55.11
Octubre17|  524.36 54.29] 28231 12.53]  240.00] 2051.00]  188.50 32.93 2.10 60.91
Diciembre17|  449.09 53.03)  196.17 6.47| 318.00] 1875.84| 178.66 25.93 2.07 62.29
Febrero18|  666.66 52.74)  283.20 1267]  410.00] 1921.21] 182.33 27.88 1.98 56.65
Mayo18|  185.36 34.16)  104.79 6.41| 250.00) 3598.63] 188.90 12.67 1.75 35.50
Agosto18|  483.98 5811  256.33 32.28|  220.00| 212050  193.00 35.40 1.99 65.27
Prom.|  437.45 46.68) 18168 12.31) 27713 2287.30]  189.13 32.79 2.00 53.64
DE| 14049 10.15 96.41 8.50 63.93| 89038 8.67 16.32 0.13 10.58
Min.| 185.36 31.78 35.63 6.41] 219.00] 1065.00] 182.33 12.67 1.75 35.50
Max.| 666.66 5811  283.20 32.28]  410.00) 365567 203.44 61.93 2.11 62.29

Prom. = Promedio, DE = Desviacion estandar, Min. = Minimo, Max. = Maximo.
* = Datos reportados por Mendoza-Chavez, 2016.

Las concentraciones promedio de cationes fueron 437.45+140.49 mg/L,
46.68+£10.15 mg/L, 181.68+£96.41 mg/L y 9.46+3.16 mg/L para calcio, magnesio, sodio
y potasio, respectivamente (Tabla 5 y Figura 28). Estos valores estuvieron dentro de
los rangos reportados para cationes en aguas naturales (Appelo y Postma, 2005).
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Figura 28. Concentraciones de cationes medidas en laboratorio por medio de ICP-OES en
mg/L, para 8 campafas de muestreo. * Datos tomados de Mendoza-Chavez, 2016.

53


https://www.zotero.org/google-docs/?NAxaEs
https://www.zotero.org/google-docs/?GtcwrU
https://www.zotero.org/google-docs/?BwCjV0

En el caso de los aniones (Figura 29), las concentraciones promedio fueron
277.13£63.93 mg/L, 2287.3+890.38 mg/L, 189.13+8.67 mg/L, 32.79+6.32 mg/L
2.00£0.13 mg/L para bicarbonato, sulfato, cloruro, nitrato y fluoruro, respectivamente.
Si bien las concentraciones de bicarbonato, cloruro y nitrato estuvieron dentro de los
rangos reportados para estos aniones en aguas naturales (Appelo y Postma, 2005;
Oram, 2020), las concentraciones de sulfato y fluoruro excedieron los valores mas
comunmente encontrados en aguas naturales (900 mg/L y 1 mg/L, respectivamente)
(Appelo y Postma, 2005; O’Riordan, 1990). Las concentraciones relativamente altas
de calcio y sulfato explican la alta conductividad eléctrica que se encuentra en el agua
dulce, lo que es consistente con la transicion geoldgica aluvién-yeso reportada para

el sitio de estudio (Gémez-Hernandez et al., 2020).

4000 - B Bicarbonato
® & Sulfato
3500 + A Cloruro ¢
Nitrato
3000 - A4
d2500—
[=)]
£ ®
g2000- o ¢ o ©
2 1500
<L
1000 - ®
500 - -
m 2 R m §} A B =
¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

10\1 A AT SO\ 0«%05,&0«‘6

\ *
'01\ N\,‘aﬂ‘o PQ;OE GK\)D \6(0‘0‘? S0k \\ha\i bSO

Figura 29. Concentraciones de aniones medidas en laboratorio por medio de HPLC en
mg/L, para 8 campafas de muestreo. * Datos tomados de Mendoza-Chavez, 2016.

De acuerdo con los resultados de la composicién quimica de las aguas del
Club de Tiro, éstas se clasificaron como sulfatadas-calcicas. Como se muestra en los
diagramas de Stiff y Stabler (Figura 30), por el lado de los cationes se encontré que
el calcio fue el mas abundante, seguido por el sodio, el magnesio y en menores

proporciones el potasio. Mientras que por el lado de los aniones la concentracion
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mayor la tuvieron los sulfatos, seguidos del nitrégeno, los bicarbonatos y en menores

concentraciones, los cloruros.
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Figura 30. Diagramas de Stiff y Stabler para el agua del Club de Tiro, con los iones calcio y
sulfato como mayoritarios, obtenidos por medio del software Diagrammes. * Datos tomados

de Mendoza-Chavez, 2016.

La Figura 31 muestra el diagrama de Piper y la clasificacion del agua, en dicho

diagrama se pudo observar la ligera variacion temporal de la composicién quimica del

agua, mismo que dio cuenta de que el calcio y el sulfato fueron los iones mayoritarios.
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Figura 31. Diagrama de Piper para el Club de Tiro, el agrupamiento de las muestras revela
poca variaciéon temporal, confirmando al ion calcio y al ion sulfato como los iones
mayoritarios. Obtenido por medio del software Diagrammes. * Datos reportados por
Mendoza-Chavez, 2016.

La construccion de los tres diagramas permitié visualizar el tipo de agua. Una
agua sulfatada-calcica puede proceder de una zona de yesos, y debido a lo reportado
anteriormente para el sitio de estudio (Del Angel-Rios, 2020; Gomez-Hernandez et al.,
2020; Martinez-Montoya, 2005; Romo-Ramirez y Cruz-Marquez, 2012), se pudo

corroborar dicha deduccion.
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4.3. Arseénico total en agua y estimacion de su
especiacion por modelacion hidrogeoquimica

Las concentraciones de arsénico en el agua del Club de Tiro estuvieron entre
35.50 mg/L y 62.29 mg/L con una concentracion promedio de 53.64+10.58 mg/L
(Tabla 5, Figura 32). Dichos valores fueron superiores a los que se registran
comunmente en aguas naturales y que oscilan entre 5x10° mg/L y 5 mg/L (Smedley
y Kinniburgh, 2002). También, fueron mayores a la concentracién considerada como
letal para el zooplancton (3 mg/L) ( Chen etal., 1999) y a los lineamientos para la
proteccion de la vida acuatica y aguas naturales en México y otros paises (CCME,
2001; CONAGUA, 2020; EPA, 1995). Estos resultados revelan que el punto de
muestreo estd constante y altamente contaminado con arsénico, conclusion que se
respalda también por reportes previos (Gomez-Hernandez et al., 2020; Martinez-
Villegas et al., 2013; Pelallo-Martinez, 2006).
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Figura 32. Concentraciones de arsénico determinadas en 8 campafias de muestreo, estos
datos estan muy por encima de los limites maximos permisibles en normativa nacional e
internacional para la proteccion de la vida acuatica de 0.2 mg/L (CCME, 2001; CONAGUA,
2020; EPA, 1995) y la concentracion letal reportada para zooplancton por Chen et al., 1999
(3 mg/L). * Datos tomados de Mendoza-Chéavez, 2016.

57


https://www.zotero.org/google-docs/?WD6JUS
https://www.zotero.org/google-docs/?WD6JUS
https://www.zotero.org/google-docs/?57QwdF
https://www.zotero.org/google-docs/?wv5LM0
https://www.zotero.org/google-docs/?wv5LM0
https://www.zotero.org/google-docs/?0sOE7H
https://www.zotero.org/google-docs/?0sOE7H
https://www.zotero.org/google-docs/?gjlmeN
https://www.zotero.org/google-docs/?gjlmeN
https://www.zotero.org/google-docs/?A5uVdd
https://www.zotero.org/google-docs/?42lKMT

Los datos obtenidos en campo de potencial eléctrico y pH se sobrepusieron en
un diagrama de especiacion de arsénico (Figura 33), que sugirié que la especie que
podria estar predominando en el agua del Club de Tiro, para todas las camparias de

muestreo, seria el ion arseniato monoprotonado (HAsO.?).
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Figura 33. Diagrama Eh-pH para especies inorganicas de arsénico en el sistema As-O-
H.O a 25 °C y 1 atm de presion total. Los valores de Pe y pH para las muestras del Club de
Tiro variaron entre 158-484.2 mV y 6.64-7.16, respectivamente. Lo que sugiere que el
arsénico de las muestras de agua se encuentra como una especie del ion arseniato
(HAsO.?). * Datos reportados por Mendoza-Chavez, 2016.

Adicionalmente, por medio de la modelacion hidrogeoquimica se estimé la
especiacion del arsénico en el agua del Club de Tiro, cuyos resultados sugirieron que
el arsénico se encuentra mayormente (84.25 % - 99.98 %) en especies que lo
contienen como As(V) (Figura 34).
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Figura 34. Distribucion de las especies de arsénico estimadas por modelacion
hidrogeoquimica para datos obtenidos en 8 campafas de muestreo y con el uso del
software PHREEQC. Valores en unidades de porcentaje. Especies de arsénico presentes
con menos de 0.5% fueron omitidas para la presentacion de este gréafico. * Construccion a
partir de datos reportados por Mendoza-Chéavez, 2016.

En la Figura 35 podemos observar la concentracion de las especies de
arsénico estimadas. Las especies predominantes de As(V) fueron H2AsO4, HAsO42,
CaHAsOg4, CaAsO4 y MgHAsO4, mientras que para las especies de As(lll) fueron
H3AsOs, H2AsOs y H4sAsOs*, las concentraciones son minimas y no se alcanzan a

visualizar.
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Figura 35. Concentraciones en mg/L. Distribucion de las especies de arsénico estimadas
por modelacién hidrogeoquimica para datos obtenidos en 8 campafias de muestreo y con el
uso del software PHREEQC. El arsénico total esta representado con la linea negra. *
Construccion a partir de datos reportados por Mendoza-Chavez, 2016.

La informacién estimada por medio del diagrama de especiacion y la
modelacion hidrogeoquimica fue confirmada con los resultados experimentales
obtenidos por medio de HPLC, que arrojaron que el arsénico se encontré como As(V)

en las muestras de agua analizadas.

Por otro lado, los indices de saturacion estimados por medio de la modelacion
hidrogeoquimica, sugirieron cuales pudieran estar controlando el contenido de los
iones en el agua (Figura 36). Los probables minerales que se encontraron en
equilibrio en el sistema son: el yeso (CaS04-2H20), la calcita (CaCOs) y la fluorita
(CaF2). Segun lo reportado por el servicio geolégico mexicano y estudios regionales
(Del Angel-Rios, 2020; Gémez-Hernandez et al., 2020; Martinez-Montoya, 2005;
Romo-Ramirez y Cruz-Marquez, 2012), esta zona contiene sedimentos arcillosos

cuya composicion es de yeso, asi como presencia de caliza (que puede contener
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calcita o magnesita), lo cual explicaria las concentraciones de calcio, magnesio,
carbonatos y sulfatos en el agua del Club de Tiro. Por otro lado, como se observa en
la Figura 36, de los tres minerales de arsénico estimados que pudieran controlar la
concentracion del mismo en el agua del Club de Tiro (parascorodita, farmacolita y
haidingerita), la farmacolita y haidingerita (arseniatos de calcio) se estimaron
subsaturadas, sin embargo, no hay reportes de que en el sitio de estudio se
encuentren yacimientos de arsénico, de hecho la fuente de la contaminacién esta bien
identificada (residuos de fuente antropogénica), por Ilo que, aunque
termodindmicamente haya las condiciones para que estos minerales pudieran estar
presentes y disolviéendose, no hay reporte de su existencia. Por otro lado, la
parascorodita (arseniato de hierro), es el inico mineral que se estimo sobresaturado,
es decir, con probabilidades de precipitar. Lo reportado para el sitio de estudio, indica
que los suelos de la fundicion abandonada contienen hasta 4.4 % (p/p) de
concentracion de arsenico, y al contacto con el agua superficial y de lluvia liberan
facilmente concentraciones significativas de arsénico acuoso, esta agua altamente

contaminada descarga en el Club de Tiro (Martinez-Villegas et al., 2013).
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Figura 36. indices de saturacion (Sl) estimados para el sitio de estudio (Club de Tiro), con los datos hidrogeoquimicos de 8 campafias de
muestreo. * Datos reportados por Mendoza-Chéavez, 2016.
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Los minerales estimados por medio de la modelacion hidrogeoquimica,
contienen al arsénico en forma de As(V), informacion que se pudo confirmar
experimentalmente, en donde el arsénico en los sedimentos del Club de Tiro fue
identificado como As(V). La concentracion promedio de arsénico en estos sedimentos
fue de 2472.84+611.48 mg/kg (Figura 37), lo cual se encuentra muy por encima de la
concentracion a la cual se esperaria encontrar posibles efectos negativos en la vida
acuatica (17 mg/kg), segun lo recomendado por instancias internacionales (CCME,
1999). Adicionalmente, se encontré que el 47.20 % del arsénico total era facilmente
movible con una solucion de &cido nitrico al 1% como As(V).
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Figura 37. Concentracion de arsénico en muestras de sedimentos, porcentaje de arsénico
movil usando HNOs al 1% de y la concentracion a la cual pueden existir probables efectos
negativos en la salud de la vida acuatica (CCME, 1999).

4.4. Identificacion de Paracyclops chiltoni

La Figura 38 muestra las imagenes MEB de la Unica especie de microcrustaceo
gue habita en el agua del sitio de muestreo. Los organismos recolectados fueron
comparados con las claves de Paracyclops chiltoni (Thomson, 1882) reportadas por
Karaytug y Boxshall, 1998, 1999; Mercado-Salas y Suérez-Morales, 2009; Suarez-
Morales, 1996 (Figura 38a). Segun las observaciones y comparaciones, todos los
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organismos mostraron un solo segmento bien diferenciado de la quinta pata, con dos
setas apicales de tamafio similar y una espina apical (Figura 38b), asi como un rami
caudal de 3.5 a 4 veces mas largo que ancho, ornamentado con una hilera corta
transversal, al nivel de la seta lateral caudal y separados entre si de la base, por una
longitud menor que el ancho de una de las ramas, asi como una seta externa de la
quinta pata que tenia la misma longitud que la media (Figura 38c) y una anténula con
8 segmentos (Figura 38d). Todas las caracteristicas morfolégicas coincidieron con las
reportadas para la misma especie en la literatura (Karaytug y Boxshall, 1998, 1999;
Mercado-Salas y Suarez-Morales, 2009; Suarez-Morales, 1996). Estudios genéticos
adicionales ayudarian a comprender mejor y aumentar el conocimiento sobre las
caracteristicas bioldgicas de esta especie de zooplancton metalotolerante que habita

en aguas contaminadas con arsénico.

WWwiloMm AwT

d
<
= I
=
3
3

10kV. WD11mm

Figura 38. Imagenes de MEB Paracyclops chiltoni que muestran el a) habito (vista dorsal),
b) la quinta pata, c) las ramas caudales y d) la anténula de un organismo femenino.
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4.5. Estructura de la poblacion de Paracyclops chiltoni

La Tabla 6 muestra la abundancia total, la abundancia de hembras y machos,
la abundancia de copepoditos y nauplios, la longitud de hembras y machos, asi como

la proporcion de sexos.

La abundancia promedio total (8.25+£10.77 ind/L) estuvo generalmente dentro
de los valores de abundancia reportados para copépodos que habitan agua
contaminada con metales pesados (0.2 a 20 ind/L) (Gagneten y Paggi, 2008) y agua
epicontinental (0.5 y 1182 ind/L) (Cervantes y Gutiérrez-Aguirre, 2014; Gomez-
Marquez etal.,, 2013; Torres-Orozco y Zanatta, 1998; Villalba et al.,, 2017), a
excepcién de la muestra de octubre 2017 que mostré una baja abundancia,
probablemente debido a una baja temperatura del agua (18.3 °C) en comparacion con
otras muestras. Haberman y Haldna, (2017) informaron que la abundancia de
zooplancton puede disminuir hasta 3 veces al bajar un grado la temperatura. Por otro
lado, la abundancia de P. chiltoni fue menor a los valores de abundancia reportados
para cyclopoides que habitan niveles de agua mesotréficos (21.3 ind/L) (Cervantes y
Gutiérrez-Aguirre, 2014).

Las longitudes de hembras y machos adultos estuvieron dentro de las
longitudes reportadas para cyclopoides, 556-857 um en hembras y 531-751 um en
machos (Karaytug y Boxshall, 1998), lo que sugiere que el P. chiltoni que habita en
aguas altamente contaminadas no mostré6 cambios de longitud con respecto a lo

reportado en literatura (Figura 39).
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Figura 39. Longitudes de hembras y machos medidas en organismos de P. chiltoni
recolectados en 8 camparfias de muestreo. * Datos reportados por Mendoza-Chéavez, 2016.

La proporciéon de sexos (hembra:macho) varié de 0.5:1 a 21:1 (Tabla 6). Esta
proporcién estuvo de acuerdo con la proporcién de sexos de los adultos, tipicamente
sesgada hacia una mayor poblacion de hembras en las poblaciones de copépodos en
campo (Kigrboe, 2006), a excepcion del muestreo del 18 de mayo (Tabla 6), donde la
proporcién de sexos presentdé una poblacibn mayor de machos que de hembras
(0.5:1). Durante este muestreo, la temperatura ambiente fue la méas alta (22.66 °C).
La proporcion de sexos en los copépodos parece mostrar una variabilidad estacional,
el numero de machos aumenta con el aumento de la temperatura (Krupa, 2005). En
este estudio, se observo una alta variabilidad en la estructura de la poblacion, quizas
debido al ambiente que rodea al cuerpo de agua. Como se mencion6 anteriormente,
se encuentra a un costado de una granja de subsistencia que puede influir en la

hidrogeoquimica del agua y la estructura de la poblacion del zooplancton.
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Tabla 6. Datos de la estructura de la poblacion de Paracyclops chiltoni que habita agua
contaminada con valores de arsénico entre 35.50y 62.29 mg/L.

Longitud | Longitud L.
Tty | "ty | i | copepodio] Noupto | hemira | macho | S Sk
Abril15* 25.00 10.00 15.00 6.60 0.00 669.64 670.58 41
Marzo16™ 2517 2400 117 9.25 77 653.84 600.00 201
Agosto17 0.70 0.62 0.08 0.75 0.64 637.19 650.00 14:1
Octubre1? 0.22 017 0.05 0.09 0.71 613.13 605.00 41
Diciembre17 467 4.46 0.21 1.46 151 607.33 616.50 211
Febrero18 865 4.80 3.85 1.18 2.01 747.00 762.33 11
Mayo18 0.70 0.40 0.30 0.05 0.05 726.90 726.75 0.5:1
Agosto18 0.90 0.50 0.40 0.10 0.10 702.10 733.50 1.25:1
Prom. 825 562 263 2.44 152 669.64 670.58 81
DE 1077 817 5.16 3.50 240 51.67 63.42 8.91
Min. 0.22 017 0.05 0.05 0.00 607.33 600.00 0.51
Max. 2517 24.00 15.00 9.25 77 747.00 762.33 211

Prom. = Promedio, DE = Desviacion estandar, Min. = Minimo, Max. = Maximo.
* = Datos tomados de Mendoza-Chavez, 2016.

4.6.

Bioacumulacion y distribucion de arsénico en
Paracyclops chiltoni

La concentracion de arsénico en Paracyclops chiltoni fue de 9.6+5.4 mg/kg, lo

gue indica que P. chiltoni incorpora arsénico del agua en su cuerpo. Estos valores

estuvieron de acuerdo con los reportados, entre 0.2 mg/kg y 11 mg/kg, para

copépodos y claddceros que habitan en un ambiente 249 veces menos contaminado

(Caumette et al., 2011). Surge entonces aqui una nueva pregunta sobre si éste podria

ser un rango (maximo) de concentracion de arsénico en organismos expuestos a

arsénico.

Resultados adicionales de la presencia de arsénico en el cuerpo de P. chiltoni

fueron obtenidos por andlisis de espectroscopia de Fluorescencia de Rayos-X por

reflexion Total (TXRF), mismos que mostraron la linea caracteristica para la Ka del

arsénico a los 10.53 keV (Figura 40).
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Element | Line | Conc. (%) | Sigm. (%) | RSD (%) | LLD (%) | Net. Area | Backgr. Chi
As K12 0.04 0.006 13.7 0.012 1621 23925 1.48

Figura 40. a) Imagen de un organismo de Paracyclops chiltoni obtenido por medio de microscopia antes del analisis TXRF. b) Imagen de un
organismo de Paracyclops chiltoni en el disco soporte. c) Espectro de arsénico obtenido por TXRF mostrando la linea Ka 10.53 keV que

confirma la presencia de arsénico en el organismo. d) Cuantificacion aproximada de arsénico en TXRF.
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Por otro lado, la Figura 41 muestra el mapeo elemental p-XRF de la
distribucién de arsénico en P. chiltoni. A partir de esta evidencia, encontramos que el

arsénico se esta acumulando en el prosoma y el urosoma del organismo.

E
E
0

Figura 41. a) Imagen MEB de Paracyclops chiltoni que habita agua dulce altamente
contaminada y b) Mapa elemental p-XRF codificado en tricolor para As en rojo, Ca en
verde y K en azul, que revela la presencia de As en el prosoma y el urosoma de P. chiltoni,
segun lo determinado por XFM. El punto rojo mas brillante cerca del ano sugiere la
presencia de As en el tracto digestivo del organismo. Adquisicion realizada a -25 °C a
11966.7 eV con pixeles de 4x4 uym y un tiempo de adquisicion de 100 ys.

La presencia de arsénico en P. chiltoni fue confirmada por el pico caracteristico
de fluorescencia de Ka a 10543.4 eV en los puntos mas altos (Figura 42),
principalmente en el &rea toracica y cerca de la furca o el ano, lo que sugiere, como
se menciono anteriormente, que el As puede estar acumulandose en el tracto
digestivo de P. chiltoni. Nuestros resultados fueron similares a los reportados para
organismos del grupo de zooplancton cladocera (Caumette, et al., 2012b; Wang et al.,
2018) que sugieren que el As puede acumularse en el tracto digestivo en diferentes
grupos de zooplancton. Por primera vez, en esta tesis, reportamos un copépodo
metalotolerante que habita agua dulce con concentraciones extremadamente altas de
arsénico (57.47 mg/L), lo que podria ayudar a comprender mejor la biotransformacion

y la toxicidad en copépodos y zooplancton.
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Figura 42. Mapa de distribucion elemental y espectros de micro fluorescencia de Rayos x (u-XRF) de tres distintos puntos fuertes mostrando
la linea de emision para el arsénico Ka = 10543.4 eV.
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4.7. Genética

La Tabla 7 muestra las concentraciones de ADN extraido de los individuos de
P. chiltoni, asi como controles positivos (camardn) para las muestras de la 11 a la 20.
Las concentraciones de acidos nucleicos obtenidos de las extracciones de ADN de
las muestras 13, 14, 15, 18, 19 y 20 (P. chiltoni) estuvieron entre 1.96 ng/ul y 4.10
ng/ul. Después de purificar y concentrar las muestras, dichos valores aumentaron a
concentraciones entre 3.02 ng/ply 8.20 ng/ul. Por otro lado, las relaciones de pureza
A260/280 y A260/230, tanto en las primeras mediciones, como después del uso del
kit purificador, indicaron valores fuera del rango 6ptimo que es 1.8 a 2.2, lo que sugirio
la presencia de ARN, sales, fenoles, hidratos de carbono o proteinas como

contaminantes.

La extraccion de ADN de un individuo tan pequefio (< 1mm) como lo es un
copépodo, tiene complicaciones ya que el objetivo de ADN es mucho menor al de
especimenes mayores, y es recomendado utilizar dnicamente un organismo por
analisis para evitar contaminaciones o mezclas de especies, a pesar de que por la
minima cantidad de ADN que se extrae pudiera no dar sefial en la medicion de acidos
nucleicos por medio de espectrofotometria, se recomienda llevar a cabo la PCR
(Fazhan et al., 2016), por otro lado, se ha reportado que muestras en presencia de
concentraciones de arsénico, pueden inhibir el rendimiento de las PCR (Topfer et al.,
2011).

Tabla 7. Absorbancias medidas por medio de espectrofotometria para determinacion de
concentracion de acidos nucleicos y relaciones de pureza de la muestra 11 a 20.

Tipo de # acidos
P nucleicos A260 A280 260/280 260/230
muestra muestra
(ng/ul)

Camarén 11 4.34-7.72 0.087-0.154 | 0.076-0.135 1.15-1.15 0.18-2.74
(25 mg)
Camaron 12 2.85-7.08 0.057-0.142 | 0.044-0.151 1.29-0.93 0.12-0.98
(25 mg)
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1 copépodo 13 3.63-3.02 | 0.073-0.060 | 0.048-0.082 1.50-0.74 0.16-0.61
(~7.77 pg)

2 copépodos 14 1.96-4.20 | 0.039-0.083 | 0.014-0.094 2.86-0.89 0.10-0.57
(~15.5 pg)

3 copépodos 15 4,10-8.20 | 0.082-0.163 | 0.080-0.145 1.03-1.13 0.18-0.39
(~23.3 pg)

Camardén 16 116.88-57.6 2.338-1.151 | 1.179-0.640 1.98-1.80 0.84-1.29
(25 mg)

Camardén 17 64.65-8.2 1.293-0.164 | 0.701-0.126 1.84-1.30 0.57-0.99
(25 mg)

1 copépodo 18 3.80-6.6 | 0.076-0.132 | 0.006-0.129 12.98- 0.13-0.31
(~7.77 ug) 1.02

2 copépodos 19 2.57-4.3 | 0.051-0.085 | 0.021-0.076 2.42-1.13 0.12-0.34
(~15.5 pg)

3 copépodos 20 2.05-4.4 | 0.041-0.087 | 0.016-0.088 2.63-0.99 0.09-0.42
(~23.3 pg)

En negro valores obtenidos utilizando Unicamente el kit de extraccién, en rojo valores
obtenidos después de concentrar y purificar las muestras.

Las 20 muestras de ADN fueron utilizadas para la amplificacién de COlI, en el
Anexo X se muestran algunos de los geles de agarosa resultantes. Se obtuvieron
amplificaciones de COIl Unicamente de los positivos (camardn) y solo de las
reacciones 8, 9 y 10, usando los primers COP-COI (R-F) (Anexo 7). En cuanto a las
muestras de P. chiltoni no se pudieron realizar mas experimentos debido a la
pandemia, por lo que el proceso de secuenciacion no se llevé a cabo. Se recomiendan
mas pruebas con cambios en condiciones de equipos y reactivos para lograr

amplificar.

4.8. Analisis de Componentes Principales (PCA)

La prueba de normalidad aplicada a los datos arrojé que, la temperatura
ambiente, la temperatura de la muestra, el pH, la conductividad eléctrica, los sélidos

disueltos totales, el ORP, el oxigeno disuelto, el calcio, el magnesio, el sodio, el
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bicarbonato, el sulfato, el cloruro, el nitrato, el fluoruro, el arsénico y la longitud de
hembra y macho, sugieren una distribucion normal (significancia es >0.05), mientras
gue el potasio y la abundancia total, no cuentan con una distribucidbn normal
(significancia es <0.05). Para las variables con distribucion normal se recomienda
utilizar el coeficiente de correlacién de Pearson, mientras que para las variables que
no sugieren distribucion normal se recomienda el coeficiente de correlacion de
Spearson.

Para examinar cualquier posible relacion entre la hidrogeoquimica del medio
ambiente y los organismos se llevé a cabo un andlisis de componentes principales
(PCA), utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson, ya que, si bien un par de
variables no sugiri6 una distribucion normal, al realizar el analisis con y sin las
variables, los resultados arrojados solo tuvieron 1.5% de diferencia en el total
acumulado, por lo que se optd por realizar el andlisis con todas las variables. EI PC1
(30.19%) combiné oxigeno disuelto, cationes principales de origen evaporitico (sodio,
magnesio, calcio) y arsénico, mientras que el PC2 (23.70%) combiné la temperatura
ambiental, la longitud del macho y el ORP (Figura 43). De izquierda a derecha, el PCA
mostrdé una clara separacién entre las muestras recolectadas en los meses mas
calidos (marzo, abril y mayo) y los meses mas frios (agosto, octubre, diciembre y
febrero) (Figura 43). Esto, a su vez, mostré las concentraciones mas bajas y mas altas
de OD, respectivamente, asi como las temperaturas ambientales mas bajas y mas
altas, respectivamente. Esta informacion estuvo de acuerdo con las temperaturas
medias mensuales histéricas en Matehuala de los Ultimos 22 afios para esos meses
(Anexo 8) (SMN, 2020).
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Figura 43. Biplot del PCA, donde se observan dos componentes principales (PC1y PC2),
asi como las variables de contribucion para cada componente.

Un tercer componente principal (PC3; 18.32%) combiné pH, bicarbonato, ORP
y longitudes de hembras y machos. Estos tres componentes principales explicaron el
72.21% de la variabilidad total de los datos. La Tabla 8 muestra los coeficientes de

cada parametro.
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Tabla 8. Eigenvectores y eigenvalores

Coeficientes Coeficientes Coeficientes

del PC1 del PC2 del PC3

Eigenvalor 5.22 Eigenvalor 455  Eigenvalor 3.72

Tambiental -0.139 0.417 -0.052
Tmuestra -0.220 0.265 -0.187
pH 0.073 -0.240 0.355
CE 0164 -0.271 0.065
SDT 0.200 0.065 0.077
ORP 0.033 0.286 0.312
oD 0.329 0.218 0.104
CaZ 0.346 -0.033 0.025
Mg?* 0.374 0.078 0.019
Na* 0.372 0125 0.122
K+ 0159 0.350 -0.058
HCOz 0.125 -0.191 0.265
S04 -0.221 -0.085 0.072
Cl- -0.031 0.241 -0.355
NOz 0.160 0.095 -0.409
F 0.291 -0.114 -0.323
As 0.339 -0.003 -0.084
AbTotal -0.142 -0.246 -0.088
LongHembra -0.128 0.244 0.321
LongMacho -0.023 0.321 0.329

Tambiental = temperatura ambiental, Tmuestra = temperatura de la muestra, CE = conductividad
eléctrica, SDT = sdélidos disueltos totales, OD= oxigeno disuelto, AbTotal = abundancia total,
LongHembra = longitud de hembras, LongMacho = longitud de machos.

La Figura 43 y la Tabla 8 sugieren que el PC1 es un factor abidtico relacionado
con la solubilidad de los minerales y el nivel 6xico del sistema, lo que se sustenta en
una correlaciéon positiva entre media (0.639) y alta (0.965), entre el nivel de oxigeno
disuelto y las concentraciones de sodio, magnesio, calcio y arsénico (Tabla 9). Se
encontré una correlacién negativa media (-0.659) entre el oxigeno disuelto y la

abundancia total de zooplancton (Tabla 9).

Por otro lado, el PC2 es un factor que combina aspectos abidticos y bidticos
del sistema, relacionados con la temperatura ambiente, el ORP y las longitudes de
hembras y machos (Figura 43, Tabla 8). Esto esta respaldado por una correlacion
positiva media entre el ORP y las longitudes de machos y hembras (0.716, 0.493) asi
como entre la temperatura ambiente y las longitudes de machos y hembras (0.603,
0.552) (Tabla 9). ElI PC3 es un factor relacionado con el pH y los bicarbonatos (Tabla

8), que se correlacionaron positivamente media (0.526) (Tabla 9).
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Tabla 9. Matriz de correlacién de Pearson entre parametros biologicos y fisicoquimicos, mostrando valores >0.5 en verde y <-0.5 en azul.

Tamb
Tmue
pH
CE
SDT
ORP

oD
Ca®*

Mg?*
Na*
K+
HCOs
5045
cr
NOs
E-

As
AbT
LH
LM

Tamb = Temperatura ambiental;

Tamb
1

n 7e79

(L

-0.548
-0.566
-0.152

0.453

0167
-0.371
-0.117
-0.081

N

-0.459
0142

&h
1=}

0190
-0.433
-0.244
-0.341

N EET
LIS b P

=]

u o

Tmue
1
-0.636
-0.411
-0.166
-0.052
-0.205
-0.331
-0.480
-0.411
0.161
-0.301
0108
0.70
0.369
-0.285
-0.509
0.096
0.460
0.368

0189
-0.551
-0.477
-0.222
-0.078
-0.187
-0.018

0.008

CE

1
0.093
-0.492
0.242
0.399
0.287
0.323
-0.402
0.229
-0.021
0.146
0.256
0.202
0.042
-0.246
-0.286

SDT
1
0.240
0.463
0.366
0.197

0523

-0.109
-0.004
-0.810
-0.017

0.183

0.285
-0.023
-0.600
-0.093

0182

ORP

1
0.372
-0.089
0.232
0.305
0.463
-0.058
-0.217
-0.229
-0.376
-0.417
0.051
-0.521
0.493

0.716

0.405
Tmue = Temperatura de la muestra; AbT = Abundancia total; LH =Longitud hembra; LM = Longitud macho.

0.086

0.043

0.531
0.253
-0.440
-0.024
0.231
0.409
0.687
-0.563
0.014
0.278
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K+
1
-0.240
-0.132
0.334
0.277
0141
0.591
-0.343
0.234
0.396

HCOs

1
0.045
-0.522
-0.150
0.047
0221
0.433
0.283
0.220

504

1
0.045
-0.352
-0.568
-0.251
0.282
0.210
-0.080

cr

1
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-0.081
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-0.072
-0.025
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0.356
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-0.3585
-0.270

-0.578

As

1
-0.053
-0.387
-0.199

AbT
1 LH
0.000 1
-0.295 0.925

LM



5. Conclusiones

Se determiné que el agua del Club de Tiro es de tipo sulfatada-célcica, debido
al contenido de iones presentes en ésta y en relacion con el tipo de suelo con el que
esta en contacto. Ademas, los valores obtenidos para los parametros fisicoquimicos,
se encuentran dentro de lo esperado para agua dulce y valores de proteccion para la

vida acuatica, excepto por los sulfatos, los fluoruros y el arsénico.

Se determin6é que el agua del sitio de muestreo tiene concentraciones de
arsénico entre los 35.50 y 62.29 mg/L, concentraciones dos 6rdenes de magnitud mas
altas que las guias nacionales e internacionales para la proteccion de la vida acuatica
(0.2 mg/L) y un orden de magnitud mas alta que la concentracion letal reportada para
organismos de zooplancton (3 mg/L). Ademas, se encontré que el arsénico en el agua
se encuentra como As(V), distribuido en las especies H2AsO4", HAsO4?, CaHAsOa,

CaAsO4 y MgHASO4, de acuerdo con modelaciones hidrogeoquimicas.

Para el caso del sedimento se encontré un promedio de 2472.84+611.48 mg/kg
como As(V) en las muestras colectadas en el Club de Tiro. Dicho valor fue 145 veces
superior al valor en el cual se espera ocurran efectos negativos probables en
organismos acuéticos, segun la normativa internacional. Ademas, el arsénico de los

sedimentos fue facilmente movible.

Se demostré la presencia y por tanto, la tolerancia de Paracyclops chiltoni
habitando agua extremadamente contaminada con arsénico en al menos 4 afos de
estudios. La bioacumulacion de arsénico en dichos organismos fue de 9.6+5.4 mg/kg
y se identificé la distribucion del metaloide en el cuerpo de P. chiltoni, proponiendo el

sistema digestivo como probable canal de incorporacién de éste.

P. chiltoni no muestra valores anormales en la ecologia de su poblacién, en su
abundancia, longitud, proporcion hembra:macho, ni en algunas de las caracteristicas
morfolégicas que se analizaron, todo esto comparado con lo reportado en literatura

para copépodos de agua dulce.
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A pesar de que no se obtuvieron resultados de secuenciacion genética que nos
llevaran a confirmar la especie o construir un arbol filogenético, la informacién acerca
de extracciones y amplificaciones de ADN para este organismo es muy util para

intereses de cientificos trabajando en el campo de la genética del zooplancton.

Con lo anterior, se puede proponer al copépodo Paracyclops chiltoni, como un
organismo extremofilo metalotolerante al arsénico, ya que es un organismo bien
adaptado a este ambiente, determinado mayormente por la ecologia de su poblacion

y no directamente por su morfologia.

Se recomienda estudiar mas a fondo la morfologia del organismo, asi como la
obtencién de informacién genética y la especiacion del arsénico dentro del organismo,
gue en conjunto permita vislumbrar cual es la ruta metabdlica que sigue el arsénico
al ingresar al organismo y observar si existe una reduccion de toxicidad. Asi como, en
la medida de lo posible, conservar el cuerpo de agua del Club de Tiro por su

importancia ecologica y habitat de Paracyclops chiltoni.
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Zhu, G., Noman, M. A., Narale, D. D., Feng, W., Pujari, L., y Sun, J. (2020). Evaluation of
ecosystem health and potential human health hazards in the Hangzhou Bay and
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7. Anexos

Anexo 1 Busqueda sistematica de informacion.

En el gestor de busqueda Web of Science se introdujeron las palabras clave: DNA + zooplankton + copepod + PCR,
para una ventana de tiempo entre 1911 y 2020, para todo tipo de publicaciones.

Los resultados arrojaron: 35 documentos, siendo el primero de estos publicado en 1999. Se realizé la recoleccion de los
archivos, lectura y filtrado de los articulos que contenian: métodos de extraccion de ADN y condiciones de amplificacion
de ADN (PCR) para copépodos u organismos del zooplancton. Los 14 articulos con dichas caracteristicas se presentan
en la tabla a continuacion.

General PCR conditions Amplification conditions
DNA Taq lox C,TAG Total
# Author Year Title DNA (organism)  Gene extract polyme bu- MgCI2 Primers (nucleotide H,O volu- Parameters
rase ffer mix) me
Metazoan
DNA primers for invertebrates .
e 2 pl of h of th | ne min 4
O. Folmer, M. amplification of (acoelomates, ulof each of the 5p.l(2 35 cycles one minute at 40

5l two primer stock °C, and one and a half

Blak, W. Hoeh itoch ial | . ) /1 j
1 a, oen, 1994 mitochondria . pseudocoelomates Col 1y 4 units 5p.l (0.025 solutions (10 umolftfor n/d 29 pul minutes at 72 °C, followed by
R. Lutz and R. cytochrome ¢ oxidase and coelomate each ) ; o
. . ) mol/l)  pmol/l). LCO1490 . a final extension step at 72°C
Vrijenhoek subunit | from diverse  protostomes and nucleotide) .
. and HC02198 for seven minutes.
metazoan invertebrates deuterostomes),
COl gene
Nancy F. Genetic structure and
Mercado Salas., distributional patterns 0.5 i of each 94°C for 5 min, 94°C for 45 s,
Sahar Khodami, of the genus . o
Terue C. Kihara Mastigodiaptomus Mastigodiaptomus primer (10 45°C for 45 s, and 72°C for 50
2 A& 5018 gociapt . godiap col 2yl nd nid nd  pmoll). n/d nid 25 s, during 38 cycles and as
Manuel Elias (Copepoda) in Mexico, (Copepoda) ) . o
- . - LCO1490, Cop- final elongation 72°C for 3
Gutiérrez & with the description of .
. . COI-2198R. min.
Pedro Martinez a new species from the
Arbizu Yucatan Peninsula
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Cnidaria,

(Hydromedusae,
. Siphonophora); Cop-COI-1498F,
g:Zntcglthan Arthropoda Cop-COI-2105R,
Robert M ' A “Rosetta Stone” for  (Amphipoda, Cop-COI-2189R, #1) 94 °C for 1 min, 45 °C for
Jennin s' Lisa metazoan zooplankton: Copepoda, Crus-COI-2198R, 2 min, and 72 °C for 3 min, for
M. Ni ?0 ' DNA barcode analysis Decapoda, Crus-COI-2428R, 40 cycles; #2) 95 °C for 3 min;
Crl1ristgo her J 2010 of species diversity of  Euphausiacea, COl n/d n/d n/d n/d Eup-COI-2000R, n/d n/d n/d then 94 °C for 45 sec, 45 °C
Sweetn?an ’ the Sargasso Sea Mysidacea, Ost-COI-1535F, for 1 min, and 72 °C for 1.5
Nancy J C’o le (Northwest Atlantic Ostracoda); and LCO-1490F, min, for 35 cycles; 72 °C for 3
Tracey S.uttoF; 4 Ocean) Mollusca HCO 2198R, Con- min.
Peter{' Wichs (Cephalopoda, COI-2607R, Med-
' Heteropoda, COI-2414R.
Pteropoda and
Chaetognatha).
Anni Djurhuus, 18S rRNA cycling parameters
. were 94°C for 3 min; 35
Kathleen Pitz,
. cycles at 94°C for 45 s; 65°C
Natalie A.
o ) " for 15 s; 57°C for 30 s; and
Sawaya, Jaimie Evaluation of marine 1 pL each of R ] .
. Col 72°C for 90 s; COl cycling
Rojas Marquez, zooplankton forward and M
A . and . parameters were 95°C for 10
Brianna 2018 community structure 1l 10 pl n/d n/d reverse primers (5 n/d n/d 25 upl ; R
) . 18S . min; 16 cycles at 94°C for 10
Michaud, through environmental pUM). mICOlintF, N .
. ) rRNA s; 62°C for 30 s (decreasing
Enrique Montes, DNA metabarcoding HCO02198. N o
by 1°C per cycle); 68°C for 60
Frank Muller
Karger. Mva s; 25 cycles at 94°C for 10 s;
Bregba'rt y 46°C for 30's; 68°C for 60 s;
and 72°C for 10 min.
First use of molecular
evidence to match
sexes m the col,
Monstrilloida
(ITS1)
(Crustacea: 1 ml each of
Donggu Jeon, Copepoda), and - forward and
Donghyun Lim, taxIc)JnIc))mic i,m lications 585~ reverse primers 94°C, 5 min + [94 °C, 40's; 50
Wonchoel Lee 2016 P ITS2, 2ul n/d n/d n/d rse p - nd n/d 16pul °C,45s;72°C,45s]40 + 72
and Ho Youn of the newly and XcoiF, HCO2198, °C. 7 min
Soh 9 recognized and artial ITS5, ITS4, 28S- '
described, partly 285 Fla, 28S-R1la.
Maemonstrilla-like 'RNA

females of
Monstrillopsis
longilobata Lee, Kim &
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Manuel Elias
Gutiérrez,
Martha Valdez
Moreno, Janet
Topan, Monica
R. Young, José
Angel Cohuo
Colli

2017

Javier Montero
Pau, Africa
Gomez and
Joaquin Mufioz

2008

Aideé Montiel

Martinez, Jorge

Ciros Pérez,

Elizabeth Ortega 2008
Mayagoitia And

Manuel Elias

Gutiérrez

Chang,

Improved protocols to
accelerate the
assembly of DNA
barcode reference
libraries for freshwater
zooplankton

Cal,
28S

Freshwater
zooplankton

Application of an
inexpensive and high-
throughput genomic
DNA extraction method
for the molecular
ecology of
zooplanktonic
diapausing eggs

Diapausing eggs | COI

Morphological,
ecological,
reproductive and
molecular evidence for
Leptodiaptomus garciai
(Osorio-Tafall 1942) as
a valid endemic
species

Leptodiaptomus
novamexicanus
(copepod)

Col

2 ul

2 ul

0.06 pl
of
Platinu
mTaq

0.4-0.6

0.625 pl

91

1.25
il of
10X
Plati
num
Taq
buff
er

1 x
PC

buff
er

1.25

0.625

ul of 50
umol/L
MgCl2

1.5-2.0
mM
MgCI2

0.625
of
MgCI2
(50
mM)

0.125 pl of each
10 pmol/L primer.
M13F, M13R.

0.5 uM of each
primer. LCO1490,
HCO2198.

0.125 pl of each
primer (0.01 mM).
LCO1490 and
HCO02198.

0.0625 pl of
10 ymol/L
dNTP

2 ul

0.2 mM
dNTPs

0.0625 pL of

20 pl

95°C for 1 min, followed by
five cycles of (94°C for 40 s,
45°C for 40 s, 72°C for 1 min),
then 35 cycles of (94°C for 40
s, 51°C for40 s, 72°C for 1
min), and a final extension of
72°C for 5 min.

3 min initial cycle at 94°C,
followed by 35 cycles of 94°C
for 45 s, 45-55°C for 1 min,
and 72°C for 1 min, with a
final extension of 72°C for 5
min.

eachdNTP 2puL 12.5ul n/d

(0.05 mM)
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11

Sean Prosser,
Arely Martinez
Arce And
Manuel Elias
Gutiérrez

2013

Guang K.
Zhang, Frédéric
J. J. Chain,
Cathryn L.
Abbott, Melania
E. Cristescu

2018

Sahar Khodami,
J. Vaun
McArthur,
Leocadio
Blanco-Bercial &
Pedro Martinez
Arbizu

2017

A new set of primers
for COIl amplification
from freshwater
microcrustaceans

Metabarcoding using
multiplexed markers
increases species
detection in complex
zooplankton
communities

Molecular Phylogeny
and Revision of
Copepod Orders
(Crustacea:Copepoda)

Cladocera,

Copepoda.

Crustacea,
mollusca

Crustacea:
Copepoda

col 2l

Col
and
18S
rRNA

2 ul

28S
18S
rRNA,
H3
and
Col
mtDN

2 ul

0.3U

125U

n/d

92

1XP
latin

umT |50 mM

aq
buff
er

n/d

n/d

MgCI2

2mM
Mg2+

n/d

10 uM of each
primer.
LCO1490/HCO21
98, M13F and
M13R,
ZplankF1_t1 and
ZplankR1_t1.

0.2 uM of each
forward and
reverse primers.
LC0O1490 and
HC02198,
mICOlintF and
HCO02198,
LC0O1490 and
Il_C_R, Uni18S
and Unil8SR.

10 mM
dNTP

0.2 uM
dNTP

0.5 pL of each
primer (10 pmol
pL=1). LCO 1490,
HCO 2198 and
Cop-COI-2189R
(43°C). 18SE, n/d
18SL, F1, CF2,
CR1, R2. (52 °C).
28S-F1a, 28S-
R1a (51°C). H3F
and H3R (45 °C)

10%
D-
(+)-
treha
lose
dihyd
rate

22

12.5 pl

12.5 ul

25 uL

95 °C for 1 min, followed by
five cycles of [94 °C for 40 s,
45°Cfor40s, 72 °Cfor 1
min], then 35 cycles of [94 °C
for40s,51°Cfor40s, 72°C
for 1 min] and a final
extension of 72 °C for 5 min.

Initial denaturation step at
95°C for 5 min, followed by 25
amplification cycles of 95°C
for 30 s, 50°C for 30 s, 72°C
for 90 s, and a final elongation
step at 72°C for 10 min.

n/d
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13

14

S. Laakmann, G.
Gerdts, R. Erler,
T.
Knebelsberger,
P. Martinez Arb
Izu And

M.J. Raupach

Sahar Khodami,
Nancy F.
Mercado Salas,
Danny Tang y
Pedro Martinez
Arbizu

Su Youn Baek,
Kuem Hee Jang,
Eun Hwa Choi,
Shi Hyun Ryu,
Sang Ki Kim, Jin
Hee Lee, Young
Jin Lim, Jimin
Lee, Jumin Jun,
Myounghai
Kwak, Young
Sup Lee, Jae
Sam Hwang,
Balu Alagar
Venmathi
Maran, Cheon
Young Chang, Il
Hoi Kim, Ui
Wook Hwang

2013

2019

2016

Comparison of
molecular species
identification for North
Sea calanoid copepods
(Crustacea) using
proteome fingerprints
and DNA sequences

Calanoid copepods
(Crustacea)

Molecular evidence for
the retention of the
Thaumatopsyllidae in
the order Cyclopoida
(Copepoda) and
establishment of four
suborders and two
families within the
Cyclopoid

Cyclopoida
(Copepoda)

DNA Barcoding of
Metazoan Zooplankton
Copepods from South
Korea

Copepods

Col
and
18S
rDNA.

n/d

18S

and

28S

rRNA 2puL
Col

mtDN

A

n/d

10-45

Col 0.25U

93

n/d 'n/d

n/d n/d

1 x

PC 3mM

buff MgCI2

er

n/d. F1, CF2, CR1

and R2. n/d n/d

0.5 L of each
primer

(10 pmol pL-1).
LCO1490 Y Cop-
COI-2189R.

n/d L

LCO1490 and
HCO02198

0.25 mM of each
forward and
reverse primer:
LC01490,
HC02198,
LCO1384, cop-
COI-1498F, cop-
COI-2198R, cop-
COX1+20,
HC02612, Coxf,
Coxrl, Coxr2.

0.75 mM of
each n/d
deoxynucleo
tide

20pL

25 L

45 °C for 38—-40 cycle

9.5 25 L 18S rRNA annealing 51°C.

COIl mtDNA annealing 44°C

2 min at 95°C, 34 cycles of 20
sec at 95°C, 40 sec at 42—
48°C (Table 1) and 40 sec at
72°C, and 5 min at 72°C.



Anexo 2 Cadigo ingresado en PHREEQC.

DATABASE c:\phreeqgc\database\As_wateg4f Nadia.dat
TITLE "Especiacion de Arsénico CT"

SOLUTION CT 24/04/2015

temp 22.50
pH 6.70
units mg/L
density 1.03
redox O(0)/O(-2)
Ca 356.8
Mg 31.78
Na 79.40
K 6.53
Alkalinity 219 as HCO3-
S(6) 1065
As 40.17
O(0) 1.26
Li 0.140
Si 22.57
Al 0.034
B 0.0
Ba 0.0
Cd 0.286
Cu 0.0
Fe 1.003
Mn 0.141
Ni 0.031
Pb 0.0
Se 0.499

SELECTED OUTPUT

-reset false

-file Yadira-As en Club de Tiro.out

-solution true

-totals As

-activities H+ H3AsO4 H2AsO4- HAsO4-2 AsO4-3 CaHAsO4 CaAsO4-
MgHAsO4 Ca+2

-saturation_indices calcite gypsum ferrihydrite goethite hematite gibbsite
diaspore haidingerite pharmacolite parascorodite scorodite ferrarisite guerinite

# -calculate_values (-la("H+")+0.5*(-la("HAsO4-2")) (-la("H+")-0.5*(-
la("Ca+2")))

# USER_GRAPH 1 Activity ratio diagram
# -headings "Sampling points"
# -axis_titles "pH+0.5pHAsO4-2" "pH-0.5pCa+2"
# -chart_title "Activity ratio diagram"
# -axis_scale x_axis61311
# -axis_scaley axis4 101
# -initial_solutions true
# -connect_simulations true
# -start
# 10 PLOT_XY (-la("H+")+0.5*(-la("HAsO4-2")), (-la("H+")-0.5%(-
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la("Ca+2")))
# 20 PLOT_XY -la("H+"), -la("H3As0O4")/tot("As")*100
# Generar todos los demas para las otras especies: H2AsO4- HAsO4-
2 AsO4-3 CaHAsO4 CaAsO4- MgHAsO4 Ca+2
# -end

# USER_GRAPH 1 Plot As concentrations against pH
# -headings "H3AsO4" "H2AsO4-" "HAsO4-2" "AsO4-3" "CaHAsO4"
"CaAsO4-" "MgHAsO4"

# -axis_titles "pH" "log conc"

# -chart_title "Arsenic concentrations in Gun Club"

# -axis_scale x_axis auto auto

# -axis_scale y_axis auto auto

# -initial_solutions true

# -connect_simulations true
# -start
# # Especies de As(5)
# 10 PLOT_XY -la("H+"), Im("H3As04")
# 20 PLOT_XY -la("H+"), Im("H2AsO4-")
# 30 PLOT_XY -la("H+"), Im("HAsO4-2")
# 40 PLOT_XY -la("H+"), Im("AsO4-3")
# 50 PLOT_XY -la("H+"), Im("CaHAsO4")
# 60 PLOT_XY -la("H+"), Im("CaAsO4-")
# 70 PLOT_XY -la("H+"), Im("MgHAsO4")
# # Especies de As(3)
# #50 PLOT_XY -la("H+"), Im("H4AsO3+")
# #60 PLOT_XY -la("H+"), Im("H3AsO3")
# #70 PLOT_XY -la("H+"), Im("H2AsO3-")
# #80 PLOT_XY -la("H+"), Im("HAsO3-2")
# #90 PLOT_XY -la("H+"), Im("AsO3-3")

# -end
END
SOLUTION CT 15/03/2016
temp 21.50
pH 6.77

pe 6.000676132
redox O(0)/O(-2)

units mg/L
density 1.03
Ca 367.36
Mg 38.81
Na 35.63
K 8.58

Alkalinity 296 as CaCO3
S(6) 3655.67

cl 00
N(5) 0.0

F 0.0
As  53.23
O(0) 0.60
Li 0.166
Si 2208
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Al 0.0

B 3.228
Ba 0.0
Cd 0.0
Cu 0.0

Fe 0.0
Mn 0.1003
Ni 0.0

Pb 0.0
Se 0.0
END

SOLUTION CT 09/08/2017

temp 22.75

pH 6.85

pe 7.549864773
redox O(0)/O(-2)

units mg/L
density 1.03
Ca 466.05
Mg 50.57
Na 215.61
K 13.01

Alkalinity 264 as HCO3-
S(6) 2010.77

Cl  203.44
N(5) 61.93
F 2.11
As  55.11
0(0) 3.90
Li 0.263
Si  26.93
Al 0114
B 1.351
Ba 0.0
cd 0.0
Cu 0.0
Fe 0.0
Mn  0.260
Ni 0.0
Pb 0.0
Se 0.0
END

SOLUTION CT 27/10/2017

temp 18.30

pH 6.98

pe 7.099391480
redox O(0)/O(-2)
units mg/L

density 1.03
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Ca 524.36

Mg  54.29
Na  282.31
K 12.53
Alkalinity 240 as HCO3-
S(6) 2051
Ccl 18850
NG) 32.93
F 2.10
As  60.91
0(0) 4.20

Li 0.0

Si 165
Al 00

B 0.0

Ba 0.0

cd 0.0

Cu 0.0

Fe 0.0

Mn 0.0

Ni 0.0

Pb 0.0

Se 0.0
END

SOLUTION CT 19/12/2017

temp 18.60

pH 7.16

pe 9.834347532
redox O(0)/O(-2)

units mg/L
density 1.03
Ca 449.09
Mg 53.03
Na 196.17
K 6.47

Alkalinity 318 as CaCO3
S(6) 1875.84

cl  178.66
N(5) 25.93
F 2.07
As  62.29
0(0) 258
Li 0.0
Si 2213
Al 00

B 0.737
Ba 0.0
cd 00
Cu 00
Fe 0.0
Mn 0.0
Ni 0.0
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Pb 0.0
Se 0.0

END

SOLUTION CT 20/02/2018
temp 20.48
pH 7.05
pe 9.347532116
redox O(0)/O(-2)

units mg/L
density 1.03
Ca 666.66
Mg 52.74
Na 283.20
K 12.67

Alkalinity 410 as HCO3-
S(6) 1921.21

Cl 182.33
N(5) 27.88
F 1.98
As 56.65
0O(0) 4.33
Li 0.81
Si 22.13
Al 0.05
B 2.41
Ba 0.0
Cd 0.0
Cu 0.0
Fe 0.0
Mn 0.0
Ni 0.0
Pb 0.0
Se 0.0
END

SOLUTION CT 01/05/2018
temp 21.50
pH 7.12
pe 10.091277904
redox O(0)/O(-2)

units mg/L
density 1.03
Ca 185.36
Mg 34.16
Na 104.79
K 6.41

Alkalinity 250 as HCO3-
S(6) 3598.63

Cl  188.90

NG5) 12.67



F 1.75

As 35.50
O(0) 2.24
Li 0.0
Si 2.01
Al 0.057
B 0.647
Ba 0.000525
Cd 0.0009
Cu 0.104
Fe 0.00625
Mn 0.169
Ni 0.0
Pb 0.0
Se 0.754
END

SOLUTION CT 29/08/2018
temp 21.50
pH 6.64

pe 11.514536
redox O(0)/O(-2)

units mg/L
density 1.03
Ca 483.98
Mg 58.11
Na 256.33
K 32.23
Alkalinity 220 as HCO3-
S(6) 2120.5
Cl 193.0
N(5) 35.40
F 1.99
As 65.27
O(0) 4.54

Li 0.0

Si 55.87
Al 2.975
B 6.675
Ba 0.0

Cd 0.0

Cu 3.2

Fe 2.4

Mn 3.2

Ni 0.0

Pb 0.0

Se 0.0
END
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Anexo 3 Protocolo para extraccién de ADN.

1.- La muestra se coloco en un tubo Eppendorf y se afiadieron 180 pl de buffer ATL.

2.- Se agregaron 20 ul de proteinasa K y se agit6 en el vortex. Posteriormente se llevo

a 56° C en el termoblock durante 1 noche.

£ ) overnight

NS

i 3 Qe y '  S ‘ U\

3.- Pasada la noche se agito en el vortex. Se agregaron 200 ul del buffer AL y se agit6

en vortex.

o B ¢

4.- El contenido del tubo Eppendorf se paso al tubo con filtro (mini spin column) y se
centrifug6 a 8000 rpm x 1 min. Al terminar, el residuo en el tubo se desecho.
8000 rpm

Desechar

5.- (Lavado) 500 pl del buffer AW1 fueron agregados y se centrifugd a 8000 rpm x 1
min, el residuo colectado en el tubo se desecho.

=

E 1-miin == » Desechar

6.- (Lavado) 500 pl del buffer AW2 fueron agregados y se centrifugd a 14000 rpm x 3

min, el residuo colectado en el tubo se desechd. El mini spin column fue retirado y se
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colocé en un tubo eppendorf.

7.- 50 pl del buffer AE fueron agregados muy cuidadosamente en el centro del filtro y

se centrifugd a 8000 rpm x 1 min. Este paso se repitié una vez mas.

8000 rpm

p— Desechar
,6 % Refrigerar,
\o. o) Nanodrop
One
Ness/ y PCR.
1 min
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Anexo 4 Protocolo para concentracion y pureza de ADN.

Al obtener relaciones de A260/A280 fuera del rango de la pureza ideal, se decidi
utilizar el kit de concentracion y pureza.

1.- 500 pl del Buffer DNA Binding y 100 ul de muestra de ADN fueron agregados en
un tubo para microcentrifuga de 1.5 ml.

3.- Se centrifugd por 30 segundos a 13000 xg. el flujo que se filtré fue desechado.

N |
=] Y , L
‘ Desechar

4.- 200 pl del Buffer DNA Wash fueron agregados en la columna. Se centrifugé

durante 30 segundos a 13000 xg. Este paso de lavado fue repetido.

=y 13000 xg
- W TR
= w S 00/
) 30s

5.- 25 pl del Buffer DNA Elution se agregaron directamente en la columna 'y se incub6
a temperatura ambiente por un minuto. Se transfirio la columna a un microtubo de 1.5

ml y se centrifug6 por 30 segundos para eluir el ADN (13000 xg).
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N

13000 xg —> Desechar
L)
Coo .Z’ —> Refrigerar,
Nanodrop
30s y PCR.
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Anexo 5 Condiciones para PCR.

Primeramente, se prepar0 una mezcla, llamada master mix, con los siguientes

reactivos y volumenes:

MgClz (50 mM) 1.25 pl
Buffer (10x) 2.50 pl
Primer COP-COI F (10 mM) 1.25 pl
Primer COP-COI R (10 mM) 1.25 pl

dNTP (2 mM) 2.50 pl
Taq Polimerasa (5 u/ul) 0.25 pl
H,O (grado molecular) 15.00 pl, 14 pl o 11 pl

Se agrego a la master mix el ADN a amplificar para obtener volimenes de 25 ul en

total :
Master Mix 24.00 pl, 23.00 pl, 20 pl
ADN a amplificar 1.00pl, 2.00 ul 0 5 i
Total 25 ul
PCR 1
Paso Temperatura (°C) Tiempo (s)
1 95 60
2 40 60
3 72 90

Primers: HC0O2198, LC0O1490.

ADN: 1 pl de muestra 1y 2.

Unico ciclo inicial de 94 °C, durante 5 min.

30 ciclos.

Tiempo total de 2 h.

Ciclo final de elongacion de 72 °C, durante 3 min.

PCR 2
Paso Temperatura (°C) Tiempo (s)
1 94 45
2 45 45
3 72 50

Primers: HC02198, LC0O1490.

ADN: Ensayo 1: 1 yl de muestra 1y 2. Ensayo 2: 1 pl diluido de muestra 1y 2.
Unico ciclo inicial de 94 °C, durante 5 min.

38 ciclos.
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Tiempo total de 2.5 h.

Ciclo final de elongacion de 72 °C, durante 3 min.

PCR 3
Paso Temperatura (°C) Tiempo (s)
1 94 45
2 45 45
3 72 50
Primers: HC02198, LC0O1490.
ADN: 5 pl de muestra 1y 2.
Unico ciclo inicial de 94 °C, durante 5 min.
38 ciclos.
Tiempo total de 2.5 h.
Ciclo final de elongacion de 72 °C, durante 3 min.
PCR 4
Paso Temperatura (°C) Tiempo (s)
1 95 60
2 40 60
3 72 90

Primers: COP-COIF, COP-COIR.
ADN: 1 pl de muestra 1y 2.
Unico ciclo inicial de 94 °C, durante 5 min.

30 ciclos.
Tiempo total de 2 h.

Ciclo final de elongacion de 72 °C, durante 3 min.

PCR 5
Paso Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 94 1
2 45 1
3 72 3

Primers: HC02198, LC0O1490.
ADN: 2 ul de muestra 1y 2.
Unico ciclo inicial de 94 °C, durante 3 min.

40 ciclos.
Tiempo total de 4 h.

105




Ciclo final de elongacion de 72 °C, durante 3 min.

PCR 6
Paso Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 94 1
2 45 1
3 72 3

Primers: COP-COIF, COP-COIR.

ADN: 2 ul de muestra 1y 2.

Unico ciclo inicial de 94 °C, durante 3 min.

40 ciclos.
Tiempo total de 4 h

Ciclo final de elongacion de 72 °C, durante 3 min

PCR 7
Paso Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 94 1
2 45 2
3 72 3

Primers: HCO2198, LCO1490.
ADN: Ensayo 1: 1 pl de muestra 3y 4. Ensayo 2: 2 pl de muestra 5y 6.
Unico ciclo inicial de 94 °C, durante 3 min.

40 ciclos.
Tiempo total de 5 h.

Ciclo final de elongacion de 72 °C, durante 3 min.

PCR 8
Paso Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 94 1
2 45 2
3 72 3

Primers: COP-COIF, COP-COIR.
ADN: Ensayo 1: 1 pl de muestra 3y 4. Ensayo 2: 2 yl de muestra 1,5y 6.
Unico ciclo inicial de 94 °C, durante 3 min.

40 ciclos.
Tiempo total de 5 h.

Ciclo final de elongacion de 72 °C, durante 3 min.
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PCR 9

Paso Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 94 1
2 45 2
3 72 3

Primers: COP-COIF, COP-COIR.
ADN: Ensayo 1: 1 yl de muestra 3y 4. Ensayo 2: 5 pl de muestra5y 6.
Unico ciclo inicial de 94 °C, durante 3 min.

40 ciclos.
Tiempo total de 5 h.

Ciclo final de elongacion de 72 °C, durante 3 min.

PCR 10
Paso Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 94 1
2 45 2
3 72 3

Primers: COP-COIF, COP-COIR.

ADN: Ensayo 1: 1 ul de muestra 3y 4. Ensayo 2: 2 ul de muestra 7, 8, 9y 10.

Unico ciclo inicial de 94 °C, durante 3 min.

40 ciclos.
Tiempo total de 5 h.

Ciclo final de elongacion de 72 °C, durante 3 min.

PCR 11
Paso Temperatura (°C) Tiempo (s)
1 93 60
2 45 60
3 72 50

Primers: HC0O2198, LC0O1490.

ADN: Ensayo 1: 1 yl de muestra 3y 4. Ensayo 2:

Unico ciclo inicial de 94 °C, durante 5 min.

38 ciclos.
Tiempo total de 4 h.

Ciclo final de elongacion de 72 °C, durante 3 min.
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PCR 12

Paso Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 94 1
2 45 2
3 72 3

Primers: COP-COIF, COP-COIR.
ADN: 2 ul de muestra 11 a 21.
Unico ciclo inicial de 94 °C, durante 5 min.

40 ciclos.
Tiempo total de 4.5 h.
Ciclo final de elongacion de 72 °C, durante 3 min.

PCR 13

Paso Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 94 1
2 45 2
3 72 3

Primers: COP-COIF, COP-COIR.
ADN: 5 pl de muestra 11 a 21.
Unico ciclo inicial de 94 °C, durante 5 min.

40 ciclos.
Tiempo total de 4.5 h.
Ciclo final de elongacion de 72 °C, durante 3 min.
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Anexo 6 Protocolo para gel de agarosa.

Se preparo el buffer TBE 5x que consiste en mezclar 54 g de Tris-base, 27.5 ¢
de acido borico y 20 ml de solucién de EDTA 0.5 M (pH 8). A partir de esta solucion
obtuvimos TBE 0.5 %, que consiste en tomar 100 ml de TBE 5x y aforar a 1 L con
agua destilada.

Posteriormente, se prepar6 el gel de agarosa al 1.5 %, para lo cual se
necesitaron 0.60 g de agarosa y 40 ml de TBE 0.5 %, dicha mezcla se calentd en
horno de microondas convencional durante 1 minuto, agitando cada 30 segundos.
Una vez terminado este tiempo y bien disuelto se vacié el contenido en el molde con
rejillas para obtener el gel de agarosa firme.

Finalmente, con una pipeta, 5 pl de cada muestra resultado de la PCR se vertio
en un pozo, mezclada previamente con 3 pl de colorante de corrida (Dye), en pozos
adicionales se colocaron una escalera indicadora de bandas de pares de bases de
ADN y en otro un negativo, en este caso, agua grado biologia molecular.

Como se muestra en la figura, cuando el gel estuvo listo se colocé en la camara
de electroforesis, conectando los cables, el cable rojo se conecto al polo positivo y el
cable negro en el negativo. La fuente de energia se programo a 120 V por 45 min.
Una vez transcurrido este tiempo se coloco el gel en el Transiluminador UV Modelo
MacroVue UV-20 de la marca Hoefer y se conservaron las imagenes resultantes para
evidencia de los resultados de estas amplificaciones.

1 .-

Ej. de condiciones termociclador

I + [ — Paso T.(°C) t (min)
ADN extraido, 1 94 3
concentrado y 3
purificado Mix: 2 94 1
RS Bute
dNTP’s 8 4 2
PF
PR _ ‘ 4 72 3
Taq A " :
H,0 (Biol. mol.) Paso 1 - 1 ciclo. Paso 2, 3y 4 - 40 ciclos.
s E 72°C, 3 min

Tiempo total 4:30 h

Observar gel en

electroforesis Transluminador UV .

Gel de agarosa + camara de

Figura. 1) Sintesis del proceso de PCR, 2) Sintesis del proceso de gel de agarosa.
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Anexo 7 Visualizacion de geles de agarosa.

Después de los experimentos de amplificacién para las 20 muestras, estas fueron las
imagenes obtenidas en los geles de agarosa expuestos a luz UV en un
transiluminador.

13/06/19 (' 1

S )
C0-1419, HCO-2198 48
1'2 834 862 89 P 12
) () )

LCO-1419, HCO-2198

= -]
2/08/14 ]

¥ 37 38 ¥ & 'HT 2

5 1% 17 18 19 20 2

COPCOI (R-F)

Amplificacion de 20 muestras de ADN, visualizadas en electroforesis en gel de agarosa al 2

% en TBE. Marcador molecular, controles negativos, positivos y muestras de P. chiltoni. Se

observo que Unicamente las muestras de ADN de camardn amplificaron en presencia de los
primers COP-COI (R-F).
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Anexo 8 Temperatura y precipitacion promedio en Matehuala.
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Anexo 9 Articulo cientifico publicado.
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We investigated population structure and arsenic bioaccumulation and distribution in zooplankton
inhabiting highly contaminated freshwater with arsenic. We collected water and zooplankton samples
over a 4 year period, determined environmental temperature as well as water temperature, pH, electrical
conductivity (EC), total dissolved solids (TDS), oxidation-reduction potential (ORP), dissolved oxygen
(DO), major cations and anions and total arsenic concentration. We identified zooplankton species and
determined their abundance, length, sex ratios, and arsenic bioaccumulation and distribution in exposed
organisms. At the study site, an extremophile, Paracyclops chiltoni, was found to survive in an environ-
ment with high concentration of arsenic, sulfate and fluoride in freshwater as a well-adapted organism.
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xzt:;azi?::m Results showed that the average arsenic concentration in freshwater was 53.64 £ 10.58 mg/L. Exposed
Metallotolerant organisms of Paracyclops chiltoni showed arsenic accumulation (up to 9.6 £ 5.4 mgAs/kg) in its body,
likely in the digestive tract as well as typical abundance and length, which showed a relationship to
environmental temperature and oxic conditions in freshwater. Metallotolerant copepods might help to
better understand if arsenic methylation processes occur in freshwater aquatic organisms.
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1. Introduction and Winder, 2020; Zhao et al.,, 2018; Zhu et al., 2020). Concentra-
tions of As as high as 3 mg/L have been reported to be lethal to
zooplankton experimentally (Chen et al.,, 1999). However, it is fairly
well known that all main groups of freshwater zooplankton, cla-
docerans, rotifers and copepods, bioaccumulate As (Alvarado-
Flores et al, 2019; Byeon et al, 2020; Caldwell et al, 2011;
Caumette et al,, 2012; 2014 Rubio Franchini et al,, 2015). This is
likely due to the biotransformation of more toxic inorganic As
species to less toxic arsenobetaine and arsenosugars species, as it
has been demonstrated for marine and freshwater organisms,

Due to natural and anthropogenic processes and activities,
arsenic (As) can be found in freshwater at concentrations that can
cause stress to zooplankton, impacting their population ecology and
morphology as well as their abundance, size, sex, and sex ratio
(female:male), among other parameters (Conde-Porcuna et al,
2004; De la Lanza-Espino et al., 2011; Dinh et al,, 2020; Karlsson
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respectively (Caumette et al., 2012, 2014).

X-ray Fluorescence (XRF) studies on cladocerans, Daphnia pulex
inhabiting in lakes with 0.25 mg/L of As and Daphnia magna
exposed to As in laboratory cultures, indicate arsenic accumulation
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