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RESUMEN

Los metales pesados y metaloides son considerados una de las principales fuentes
de contaminacién ambiental especialmente en ecosistemas acuaticos. La evaluacién
basada en bioensayos propone ser un método eficaz que complementa los analisis
instrumentales. Dentro del subfilo Crustacea, las especies del género Daphnia son
utilizadas como organismos en pruebas de toxicidad. El objetivo fue probar a Daphnia
sp. como bioindicador de contaminacion de arsénico, cadmio y plomo en medio
acuoso. Para ello se obtuvo Daphnia sp. y se cultivé en laboratorio con las siguientes
condiciones: fotoperiodo 16:8 luz: oscuridad, temperatura del agua de 23.3°C, pH
7.3, conductividad 1.36 mS cm™ y oxigeno disuelto 6.61 mg L. Se llevé a cabo un
monitoreo individual en la cual se observé que la maduracion sexual se dio a los 6
dias de vida, tuvieron 6 puestas con 15 crias por puesta y su promedio de vida fue
de 29 dias. Se realizaron pruebas de toxicidad utilizando arsénico, cadmio y plomo
para conocer la concentracion letal media (CLso) a 24 horas: se prepararon distintas
concentraciones del metal o metaloide en las cuales se agregaron 10 neonatos;
después de 24 horas de exposicion, se observaron bajo estereoscopio éptico para
su clasificacién. A partir de los datos obtenidos se realizé un andlisis estadistico probit
dando como resultados de CLso a 24 horas 2.52 mg L de arsénico, 0.114 mg L de
cadmio y 0.382 mg L de plomo. Para arsénico, el valor de CLso fue 13.45 veces
mayor al limite maximo permisible para la descarga de aguas residuales en bienes
nacionales; sin embargo, la CLso de cadmio se encontro por debajo de este limite y
también para la descarga de aguas residuales al alcantarillado municipal. Para esta
tltima norma, la CLso de plomo también fue menor al limite maximo permisible.



1. ANTECEDENTES

1.1 La contaminacion del agua.

La contaminacion del agua es la presencia de componentes o factores quimicos,
fisicos o biolégicos que producen una condicién de deterioro de un cuerpo de agua.
El nivel de contaminacion necesario para modificar las caracteristicas del agua
depende en gran medida del tipo de cuerpo de agua, su ubicacion y los tipos de usos
gue admite. Un agua que se considera no apta para beber humana puede ser
adecuada para otros usos, como el habitat, el riego o la recreacion. Entre los
contaminantes presentes en el agua se encuentran los compuestos orgéanicos que
abarcan plaguicidas, herbicidas, compuestos derivados de la produccién de energia
y de combustién, los escombros y los plasticos, los metales y metaloides que incluyen
antimonio, arsénico, berilio, cadmio, cromo, cobre, plomo, mercurio, niquel, selenio,
plata, talio y zinc, los radionucleidos como uranio, torio y radio, y por supuesto los
microorganismos que incluyen bacterias, protozoos, hongos y virus (Torok y col.,
2017).

Los contaminantes provienen del uso de agroquimicos, mineria, descargas
industriales y fuentes domésticas que se vierten directa o indirectamente en los
cuerpos de agua. Esto tiene repercusiones en la existencia de los organismos vivos
y también en el entorno abidtico. Para los seres humanos el agua potable es una
necesidad basica. Sin embargo, los organismos patégenos son la principal causa de
transmision de enfermedades ademas de una creciente contaminacién quimica
(Singh y col., 2017).

1.2 Metales y metaloides.

Dentro de las sustancias liberadas al ambiente, durante muchos afos, los metales
pesados y metaloides, provenientes de los desechos industriales, mineros y las
actividades urbanas, han sido considerados como una de las principales fuentes de
contaminacion ambiental especialmente en ecosistemas acuaticos. La exposicion

humana a los metales pesados es uno de los factores de riesgo mas importantes



principalmente en las areas donde la actividad de extraccion y procesamiento de
minerales ha tenido o esta teniendo lugar (Le y col., 2013). La produccion mundial
de minerales es enorme, tan soélo en el afio 2016 se obtuvieron 19 500 millones de
toneladas (Brown y col., 2018); en la actividad de mineria ademas de los minerales
con valor econémico se generan residuos denominados jales (Wang y col., 2017).
Estos se obtienen en el proceso de concentracion de minerales y, generalmente, son
almacenados cerca de las instalaciones de la mina formando depdsitos superficiales
llamados presas de jales. La manera en la que los minerales se extraen de la ganga
determina el tamafio de las particulas de los jales que pueden ir desde 2 um hasta
0.2 mm, esta caracteristica principal permite que al estar almacenados a la
intemperie puedan ser dispersados por la accién de agua (principalmente
precipitacion pluvial) y del viento, de este modo, los jales son depositados en suelos
cercanos al sitio de almacenamiento o bien a cuerpos superficiales de agua a partir
de los cuales pueden ser transportados a varios kilbmetros de su origen (Bhuyan y
col., 2017; Muszynska y col., 2018). Por ejemplo los jales producidos durante su
operacion de la mina La Negra ubicada en el estado de Querétaro (México) se
almacenaron en cinco depdsitos construidos en cauces que descargan al rio Maconi,
el cual a su vez desemboca sobre el rio Moctezuma a 5 km aguas abajo. Los jales
contienen arsénico, plomo, cadmio, cobre y zinc (Santos-Jallath y col., 2013).

De los compartimentos ambientales, el suelo es en donde tiene lugar la acumulacion
de metales pesados y metaloides, no obstante los contaminantes pueden movilizarse
y liberarse a cuerpos de agua cuando se alteran condiciones ambientales tales como
el pH, el potencial redox y la salinidad (Liy col., 2017; Shiy col., 2018(b)). La toxicidad
no depende de la concentracion total de metales y metaloides sino de la
concentracion de la fraccion extraible bajo condiciones ambientales. Esta fraccion es
la que puede representar un riesgo ambiental debido a que es maovil en el ambiente
y se considera como una medida indirecta de la fraccidén biodisponible porque logran
atravesar la membrana celular viva y pueden alcanzar niveles toxicos para
organismos vivos como plantas, animales o humanos a través de la bioacumulacion

en la cadena trofica (Dziubanek y col., 2017; Martin y col., 2017).



1.2.1 Arsénico.

El arsénico (As) es un metaloide toxico presente de forma natural en la corteza
terrestre. La contaminacion por arsénico es un problema mundial causado por
condiciones naturales tales como la erosion de reacciones de forma geoldgica rica
en arseénico, la actividad biologica y la emisién volcénica, asi como actividades
humanas como quema de combustible, actividad minera y la fabricacion industrial de
vidrio, papel, semiconductores, pesticidas, herbicidas y desecantes de cultivos. Los
cambios fisicos, quimicos y/o microbianos en el suelo pueden promover la
movilizacion de arsénico de los minerales y su acumulacion en las aguas
subterraneas. El consumo de agua potable contaminada es la primera fuente de
exposicién al arsénico para millones de personas en varios paises de Asia y América.
Dado que el agua subterrdnea contaminada puede usarse para regar y cocinar
cultivos de cereales y otros alimentos, los humanos también pueden estar expuestos
al arsénico a través de la ingestion de vegetales, frutas, granos y arroz (Bellamri y
col., 2018). El limite maximo permisible de arsénico en agua y hielo para consumo
humano indicado en la NOM-201-SSA1-2015 es de 0.01 mg L. El destino ambiental,
la toxicidad y las estrategias de mitigacién del arsénico dependen de su compleja
especiacion quimica como lo son la forma oxidada As (V) y reducida As (lIl). Entre
los metales pesados contaminantes, el arsénico, el plomo y el cadmio son bien
conocidos como contaminantes del agua que tienen un efecto altamente adverso en

la salud de los humanos y organismos acuaticos (Le y col., 2013).

El arsénico es un metaloide no esencial que se supone toxico en bajas
concentraciones de exposicion porque puede servir como sustituto de los elementos
esenciales en los procesos biologicos, es decir, reemplazando el fésforo en la
produccion de fosfatasa. Esto a su vez puede interrumpir la produccion de energia
(Nagato y col., 2013). La exposicion cronica al arsénico puede causar cancer de piel,
pulmén y vejiga. Los estudios epidemioldgicos sugirieron una fuerte correlacion entre
la exposicion crénica al arsénico y diversas enfermedades humanas no cancerosas
como la hiperqueratosis, hiperpigmentacion, debilidad, anemia, sensacion de ardor

en los 0jos, hinchazdn solida de las piernas, fibrosis hepatica, enfermedad pulmonar
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cronica, gangrena en los dedos de los pies, neuropatia, aterosclerosis, diabetes y
enfermedades pulmonares obstructivas crénicas (Mandal, 2017).

1.2.2 Cadmio.

El cadmio (Cd) estd muy extendido en el ambiente por medio de procesos naturales
como la actividad volcanica y también por la actividad industrial, por ejemplo se usa
como agente anticorrosivo, estabilizador en productos de PVC, pigmento, absorbente
de neutrones en plantas de energia nuclear, y en la fabricacién de baterias de niquel-
cadmio (Pany col., 2010). Es el metal pesado con uno de los mayores riesgos para
la salud ya que muestra una alta toxicidad y ha demostrado tener potencial
carcinogénico. La exposicion cronica al cadmio puede provocar dafios en los rifiones
y los huesos. Se ha demostrado que el cadmio puede reducir la fertilidad de los
hombres y aumentar el riesgo de trastornos en el embarazo en las mujeres. La
exposicion dietética al cadmio constituye el factor de riesgo de cancer de prostata,
mama, ovario o endometrio. El cadmio se acumula en los organismos a través de la
cadena alimentaria después de una exposicion a largo plazo a niveles bajos, estimula
el tracto respiratorio de los organismos y dafia el higado o riflones de animales
(Ferain y col., 2018; Gao y col., 2018). La NOM-201-SSA1-2015 indica 0.003 mg L™

de cadmio como limite maximo permisible en agua y hielo para consumo humano.

1.2.3 Plomo.

El plomo (Pb) se ha utilizado en muchos productos como pintura, tuberias y ceramica,
y sigue siendo un peligro para la poblacion. Las principales fuentes de plomo y su
contaminacion son las operaciones mineras, las plantas de reciclaje de baterias y la
fundicion, asi como la pintura vieja pelada o desconchada a base de plomo,
especialmente durante las renovaciones de casas viejas, el contacto con polvo o
tierra contaminada, plomo en tuberias, escape de automoviles, subproductos de la
mineria y el trabajo del metal, y diversos productos de consumo. El plomo no cumple
ninguna funcién fisiolégica pero existe en casi todos los sistemas bioldgicos. Se

absorbe a través de diferentes rutas; los nifios son mas propensos a estar expuestos



que los adultos debido a una alta tasa de inhalacion y mayor absorcion intestinal. La
exposicion intensa y en altas dosis al plomo causa una intoxicacion sintomatica
aguda, caracterizada por cdlicos, anemia y depresion del sistema nervioso central
gue pueden provocar coma, convulsiones y la muerte. Ahora se sabe que los bajos
niveles de plomo en sangre afectan a multiples 6érganos en ausencia de sintomas
aparentes. La toxicidad con bajos niveles de plomo en el Gtero y durante la infancia
constituye un dafio al cerebro y al sistema nervioso (AbuShady y col., 2017; Yabe y
col., 2018). La normatividad mexicana de acuerdo a la NOM-201-SSA1-2015
establece un limite maximo permisible de 0.01 mg L de plomo en agua y hielo para

consumo humano.

1.3 Ensayos biologicos para determinar toxicidad.

La preocupacion por la presencia y deteccion de agentes tdxicos en los ecosistemas
aumenté dramaticamente en los ultimos afos, principalmente en el medio acuéatico.
La contaminacion acuatica ha sido durante mucho tiempo evaluada solo por andlisis
guimicos especificos. Sin embargo, el uso de ensayos bioldgicos puede proporcionar
una medida de toxicidad directa y apropiada para complementar los analisis
instrumentales otorgando una comprensioén exhaustiva de la calidad del agua y los
perfiles toxicolégicos mostrando grandes ventajas tales como alta sensibilidad y
eficiencia de tiempo (Shi y col., 2018(a)). El uso de métodos bioldgicos para la
evaluacion de la contaminacién acuatica muestra una alternativa importante en casos
de contaminacion rapida o difusa causantes potenciales de intoxicaciones agudas en

humanos (Martins y col., 2007).

La toxicidad, definida por Castillo (2004) es la capacidad de una sustancia para
provocar un efecto nocivo sobre un organismo o la comunidad bidtica, y dependera
de las propiedades quimicas del compuesto y de su concentracion segun sea la
duracion, frecuencia de la exposicion a la sustancia y su relacion con el ciclo de vida
del organismo. El potencial nocivo puede ser contrarrestado por el sistema biologico

a través de diferentes estrategias, tales como reacciones metabolicas de



desintoxicacion, excrecion de toxicos, etcétera. Por tanto, la toxicidad aparente
determinada en un bioensayo es el resultado de la interaccion entre la sustancia y el
sistema bioldgico. La ecotoxicologia es una rama de la ciencia relativamente joven
gue fue definida por primera vez por el toxicélogo René Truhaut en 1969 como el
estudio de efectos adversos de agentes quimicos y fisicos sobre organismos vivos y
su entorno; tiene como objetivo desarrollar metodologias para ser utilizadas como
herramientas de prediccion tempranas que permitan definir umbrales permisibles de
contaminantes y sirvan de guia a las entidades reguladoras para la toma de

decisiones.

Varios paises estan utilizando bioensayos de toxicidad como parte de su sistema de
monitoreo de la calidad del agua. Existe un interés creciente tanto del gobierno como
de la industria en el uso de pruebas bioldgicas para la determinacién de la toxicidad
de compuestos quimicos. Este interés se refleja en el desarrollo de pruebas mas
rapidas, simples y menos costosas con varios organismos que tienen la capacidad

de detectar actividad quimica adversa (Ghosh y col., 2017).

De acuerdo a la Organizacién para la Cooperacién y el Desarrollo Econémico
(OECD, 2005): “un indicador es un parametro, o valor derivado de otros parametros,
dirigido a proveer informacion y describir el estado de un fenédmeno, con un
significado afiadido mayor que el directamente asociado con su propio valor. Los
indicadores ambientales representan un instrumento de gran utilidad para organizar,
sistematizar, cuantificar, simplificar y comunicar informacion relativa a distintos
aspectos del medio, que resulta basica para la toma de decisiones en el marco de la

gestion ambiental”.

El desarrollo de un indicador consiste en el conocimiento de qué y como se debe
medir y monitorear un fendmeno de interés para la produccién de informacion. Los
resultados proporcionaran las bases para la toma de decisiones (Romanelli y
Massone, 2016).



1.4 Daphnia sp.

Debido a su relevancia ecoldégica como consumidores primarios los crustaceos se
utilizan ampliamente en agua dulce y marina. Muchas especies han sido
seleccionadas como organismos modelo de prueba para una amplia gama de
bioensayos ecotoxicoldgicos. Varias especies ya son parte de protocolos de pruebas
de toxicidad estandarizados. El género Daphnia se ubica dentro del suborden
Cladécera de la clase Crustacea y son los mas utilizados como organismos de
referencia en bioensayos de toxicidad. Las caracteristicas que han hecho de este
grupo un ideal para la evaluacion de toxicidad son la distribucion geografica amplia,
que forman parte de la comunidad zooplanctonica, la facilidad de cultivo en
laboratorio, su reproduccion partenogenética que asegura uniformidad de respuesta
y su corto ciclo de vida con una produccion de un alto nUmero de crias. Especies
como Daphnia magna, Daphnia pulex y Daphnia similis son utilizadas
extensivamente en pruebas de toxicidad por lo cual es existente la informacién que
necesitan sobre técnicas de cultivo, requisitos de temperatura, luz y nutrientes
(Campana, 2017).

Los clad6ceros son un eslabon importante en la cadena alimentaria en el ecosistema
acuatico porgue se encuentran en la parte inferior de la cadena tréfica de agua dulce.
Una especie utilizada es Daphnia magna Straus que es altamente sensible a las
sustancias téxicas, tiene un tiempo de generacion corto, se multiplica muy
rapidamente, se aclimata facilmente en condiciones de laboratorio, se cultiva en un
espacio pequefio y se puede medir toxicidad en un periodo relativamente corto (Tyagi
y col., 2007). Por otro lado, Daphnia pulex es la especie mas comun de pulga de
aguay es un organismo gue se puede encontrar en casi todos los cuerpos de agua
eutrdéficos (ricos en nutrientes). El tamafio relativamente grande de estos organismos
(0.2 a 3 mm) simplifica su observacion y andlisis. Se alimentan de fitoplancton,
bacterias y pequefas particulas de sedimento. El género Daphnia se ha utilizado
para investigar la toxicidad de metales en ambientes de agua dulce como zinc, cobre,

plomo y arsénico (Caumett y col., 2012).



Existen numerosos estudios en peces en donde se estudiaron los efectos toxicos de
efluentes residuales pero no se le ha dado mucha relevancia a los efectos adversos
sobre el plancton siendo este el eslabon previo a los peces en la cadena alimentaria.
Martins y col. (2007) realizaron una recopilacion de datos concluyendo que las
pruebas de toxicidad aguda con Daphnia magna responden a una mayor variedad
de productos quimicos que con Danio rerio (pez cebra). Reportan también que la
sensibilidad de la prueba aguda de los claddceros es siempre mas alta que la prueba
con peces especialmente para metales, plaguicidas, compuestos y solventes de
nitrégeno. Aunque los mamiferos, los crustaceos y los peces tienen diferentes rutas
de exposicion, érganos destino y mecanismos toxicos, los ensayos de toxicidad
aguda con peces y Daphnia pueden usarse para proporcionar informacion importante
y relevante con respecto a la posible intoxicacién cronica oral en humanos como un
examen inicial previo a utilizar los modelos de mamiferos. Ademas de esto, las
pruebas con Daphnia magna tienen un tiempo de exposiciéon de 48 horas como
maximo por lo que se pueden obtener respuestas un 50% mas rapido que las que se
tienen con peces. Esto es especialmente importante en caso de intoxicacion aguda
ya que se necesitan respuestas mas rapidas para evitar riesgos ambientales y de la
salud humana. Las pruebas de toxicidad aguda en peces han sido criticadas por
razones econdmicas, logisticas y éticas. Por lo tanto, el género Daphnia puede
usarse como sistema de alerta en caso de contaminacién aguda del agua tales como
derrames accidentales, descarga de aguas residuales industriales, contaminacién

aguda por plaguicidas, intoxicacion accidental o intencionada.

En pocas palabras, el microcrustaceo Daphnia es un elemento que se encuentra
siempre presente en los ecosistemas acuaticos donde ocupa una posiciéon intermedia
en la cadena alimentaria, lo que lo hace importante en la transferencia trofica de
contaminantes. Dada su distribucion comun, su ciclo de vida corto (aproximadamente
40 dias), accesible para el cultivo y sensible a la contaminacion téxica, Daphnia se
ha utilizado ampliamente como modelo biolégico animal para las pruebas de
toxicidad (Lv y col., 2018).



2. HIPOTESIS
Daphnia sp. es un organismo que cuenta con caracteristicas que le permiten ser

empleado como bioindicador para arsénico, cadmio y plomo en agua dulce en el
rango de concentraciones comparables con los limites maximos permisibles de

calidad de aguas indicados en la normatividad mexicana.



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general.

Evaluar a Daphnia sp. como bioindicador de arsénico, cadmio y plomo en agua.

3.2 Objetivos especificos.

e Analizar el ciclo de vida de Daphnia sp. y establecer las condiciones de cultivo
en laboratorio.

e Determinar la concentracién letal media y 90 (CLso, CLoo) a 24 horas de
arsénico, cadmio y plomo en Daphnia sp.

e Evaluar a Daphnia sp. como un bioindicador en lixiviados de suelos

contaminados con arsénico y plomo.
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4. METODOLOGIA
4.1 Materiales y métodos.

4.1.1 Cria y mantenimiento de Daphnia sp.

Se colectdé Daphnia sp. por muestreo en un estanque de agua de Rana Toro en el
campus Amazcala de la Universidad Autonoma de Querétaro con coordenadas
geograficas 20°42'21.13"N, 100°15'35.59"W. Las muestras se trasladaron al
laboratorio y se colocaron en peceras de capacidad de 3 L. Se colocaron dos focos
fluorescentes conectados a un temporizador para garantizar un fotoperiodo de 16
horas luz y 8 horas de oscuridad con ayuda de una estructura, de esta forma la luz
incidio por arriba de las peceras segun lo reportado por Olvera y col. (2010) y Terra
y Gongalves (2013). La colocacion de la cepa en peceras pequefias de 3 L se hizo
con el objetivo de mantener la limpieza y alimentacion periddicamente, de esta forma
se evito la formacion de sedimento en exceso y por consiguiente la degradacion de

materia organica que causa una disminucion del oxigeno disuelto.

La alimentacion de Daphnia sp. se realizd con Chlorella, esta microalga se cultivd en
un matraz Erlenmeyer con 200 mL de agua de garrafon Aguag® con parametros
fisicoquimicos dados en el Cuadro 1 y con 4 mL de Bold modified basal freshwater
solution (50X) de Sigma®, se coloco en un invernadero con condiciones controladas
de temperatura, el proceso se realiz6 cada semana con 1 mL de Chlorella. La adicion
de microalgas a las peceras de cultivo de Daphnia sp. se realizé cada semana; al
término de cada mes, el agua se cambid por completo utilizando agua de garrafon
Aguag® para evitar la adicion de cloro y la dureza del agua fuera menor respecto al
agua del grifo. Se coloco un filtro que pudiera retener a las microalgas y a la Daphnia
sp., se decant6 el contenido de la pecera sobre €l y los organismos que se fueran
guedando sobre el filtro se pasaron a una pecera con agua y alimento nuevo. Se tuvo
mucho cuidado con el sedimento sobrante ya que no se filtré sino que se desecho
en la tarja. Se utilizé el multiparamétrico portatil Hach® Senslon 156 previamente
calibrado con soluciones estandar para el monitoreo de pH, conductividad, oxigeno

disuelto y temperatura del agua. Para temperatura ambiente se midié con ayuda de
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un termémetro de mercurio. Se determinaron otros pardmetros como nitratos,

fosfatos y DBOs.

Cuadro 1. Parametros fisicoquimicos de agua embotellada Aguaq®.

Parametro Valor Unidad
Color 0 Co-Pt
Turbiedad 0.26 UNT
Coliformes totales Ausencia UFC/100 mL
Arsénico <0.0095 mg L?
Bario 0.164 mg L?
Cadmio <0.0008 mg L?
Cromo total <0.0098 mg L1
Cobre <0.170 mg L?
Manganeso <0.016 mg L?
Mercurio 0.0007 mg L?
Nitratos <0.956 mg L?
Nitritos <0.010 mg L1
Plomo <0.0049 mg L?

Proporcionados por el Dr. Victor Pérez Moreno. Laboratorio de tratamiento de
aguas.
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4.1.2 Seguimiento del ciclo de vida.

Para el monitoreo del ciclo de vida se tomaron 8 neonatos de menos de 24 horas de
nacidos de la misma puesta, se colocaron de forma individual en vasos de
precipitados con agua de composicion similar a la del cultivo y se registro la fecha de
inicio del proceso. La alimentacion y limpieza se mantuvieron durante todo el periodo
de monitoreo. Los individuos se observaron a diario para registrar la formacion de
huevos en su bolsa de incubacion, también se registraron el nimero de crias y de
puestas a lo largo de su vida. Las crias se removieron de los vasos de precipitado y
se afiadieron al cultivo general. Por altimo, se registro el tiempo en el que se sucedio

la muerte del individuo.

4.1.3 Bioensayos para determinar toxicidad.

Para el desarrollo de ensayos de toxicidad aguda se emplearon neonatos de menos
de 24 horas de nacidos. Los reactivos utilizados fueron arseniato de disodio
HAsNa20a4, nitrato de plomo (Il) Pb(NOs)2 y cloruro de cadmio CdClz. Primero, se
realizd una prueba exploratoria, en la cual se prepararon concentraciones con una
escala logaritmica: 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 mg L%, ademéas de un control
negativo. Todas las concentraciones incluyendo el control se realizaron por
triplicado. Se colocaron 50 mL de cada una de las soluciones en vasos de precipitado
y se transfirieron 5 neonatos. Se dejaron en exposicion a 24 horas; posteriormente
se observaron bajo estereomicroscopio Olympus® SZ4045 a 40 aumentos y se
realiz6 un conteo para clasificar en “vivos y con movimiento”, “vivos inmoviles” y
“‘muertos” segun OECD (2005): los animales que nadaban y se observaba
movimiento trasladandose por el medio se les contaba como “vivos y con
movimiento”; “vivos inmdviles” fueron aquellos que no pudieron nadar en 15
segundos después de una agitacion suave del recipiente incluso si aun podian mover
su antenas y “muertos” cuando carecian de movimiento totalmente y se notd
ausencia de latido del corazon. Con esto se establecid el intervalo de

concentraciones entre el cual se observo el 0 y 100% de mortalidad.
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Posteriormente se realizé el ensayo definitivo con las concentraciones determinadas
a partir del primero. En este caso, se tomaron 10 neonatos de menos de 24 horas de
nacidos y fueron transferidos a los vasos de precipitado con 50 mL de cada una de
las concentraciones. Después de 24 horas de exposicion se observaron bajo
estereomicroscopio Olympus® SZ4045 a 40 aumentos con un reproductor de
imagenes digital Celestron® 44421 y se realiz6 el conteo para clasificar en “vivos con
movimiento”, “vivos inméviles” y “muertos”. Del mismo modo que en el primer ensayo
se utilizé un blanco negativo y se hizo por triplicado. A partir de estos datos se realizo
el analisis de resultados para la obtencion de la concentracion letal media (CLso) y
90 (CLoo) a 24 horas, es decir, la concentracion que produce la muerte del 50% y
90% de la poblacién respectivamente después de 24 horas de exposicion. Para ello
se utilizé el software estadistico Minitab ya que se elaboré un andlisis estadistico

probit.

4.1.4 Analisis de lixiviados de suelos contaminados.
Se utilizaron 2 tipos de suelos contaminados:
e Suelo de Zimapéan, Hgo., contaminado con arsénico.

e Suelo contaminado con plomo.

Para la obtencion del lixiviado se siguio la metodologia de la NOM-141-SEMARNAT-
2003 en su Anexo Normativo 5 que especifica la prueba para realizar la extraccién
de metales y metaloides en jales con agua en equilibrio con CO2. Se prepardé solucion
extractante de la siguiente forma: se burbujed aire en agua destilada hasta alcanzar
un pH de 5.5 £ 0.2, para alcanzar este pH se agregaron pequefios volimenes de una
solucion de HCI 0.01 N.

Se utilizaron matraces Erlenmeyer de vidrio de capacidad de 250 mL y se les colocé
un tapon de hule. Se le agregaron 11 g de sélidos en base seca de suelo y se afiadio

solucion extractante hasta que se alcanzo una relacion a 20 veces el peso en gramos
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de suelo, es decir se utilizaron 220 mL de solucidn extractante. Se agito la muestra
continuamente por 18 horas a temperatura ambiente. El agitador utilizado tiene una

velocidad de 31 rpm.

Figura 2. Agitador de 31 rpm.

Terminada la agitacion se destapé el matraz, se dejé reposar la muestra y se filtré la
fase acuosa. A partir de la muestra acuosa se prepararon diluciones para obtener
100, 50, 25, 12.5 y 6.25%. Se realizd el bioensayo toxicolégico transfiriendo 10
neonatos de menos de 24 horas de nacidos en 50 mL de cada dilucion, utilizando un
control negativo y se hizo por triplicado. Se dejaron expuestos por 24 horas y se conto

el nimero de organismos vivos y muertos en cada uno.

Por ultimo, se realiz6 el andlisis por espectroscopia de absorcién atémica por horno
de grafito de las muestras para la determinacién de arsénico y plomo. Se utilizé el
instrumento Varian SpectrAA 220 Atomic Absorption Spectrometer con muestreador
automatico GTA 110. Se utilizaron los estandares High-Purity Standards® 10003
ug mL™* Pb con nimero de lote 1812942 y J. T. Baker® 1000 yg mL* As con nimero
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de lote C44649. La Q. Areli Rodriguez Ontiveros proporciond las condiciones de la
rampa de temperatura para ambos métodos.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Cria y mantenimiento de Daphnia sp.

La temperatura del agua en el presente trabajo fue de 23.3°C (Cuadro 2), Ocampo
(2010) reporté una temperatura del agua de 23°C para la cria de Daphnia magna. La
temperatura ambiental de la cria de Daphnia sp. fue de 25°C, este mismo valor fue
reportado por Ocampo (2010). Cheny col. (2012) reportaron ausencia de fuerza de
motilidad de Daphnia magna a 0°C después de 16 horas; a 5°C disminuyé 60%
después de 3 horas de exposicion; en el rango de 10 a 30°C no se observaron
cambios significativos de la fuerza de motilidad. Lennon y col. (2001) reportaron la
disminucién de la tasa de crecimiento poblacional de Daphnia lumholtzi a partir de
30°C; con base en lo anterior, la temperatura en la que se cri6 Daphnia sp. fue la
optima. El oxigeno disuelto en la cria en laboratorio fue de 6.61 mg L, Marinho
(2014) menciond que el este parametro de debe mantener por encima de 6.0 mg L
lo que ocurrié en el presente trabajo. Por otro lado Ferreira y col. (2008) reportaron
una correlaciéon inversamente proporcional entre el oxigeno disuelto 2a9 mg L O2
y la toxicidad aguda de cadmio y carbendazim en Daphnia magna. Ademas se ha
reportado que las condiciones por debajo de 2 mg L oxigeno disuelto, causaron
disturbios en el metabolismo de Daphnia magna (Garreta-Lara y col., 2018). Homer
y Waller (1983) reportaron que para valores de 2.7 mg L't a 7.6 mg L de oxigeno
disuelto no hubo una diferencia significativa para el crecimiento fisiolégico ni para la
reproduccion de Daphnia magna. El valor de pH en el agua de cria de Daphnia sp.
fue de 7.30 promedio lo cual es un potencial hidrégeno neutro y esta dentro del rango
adecuado para la cria segun Ghazy y col. (2011), ellos reportaron una disminucion
de la poblacién de Daphnia magna del 53% a un pH de 4.44 y de 33% a pH de 10.55
a 21 dias; el rango adecuado de pH para D. magna fue desde 4.55 hasta 10.13,

dentro de estos valores el rango optimo fue de 7.9 a 8.3.

En el presente trabajo se reportan 0.108 mg L de fosfatos y 1.45 mg L! de nitratos.
Torrentera y Tacon (1989) y Zhu y col. (2015) reportaron que las cantidades de 0.5
mg L de fosfatos y 0.5 mg L de nitratos en el agua estimulan la reproduccion y la

madurez sexual para Daphnia sp.; Maceda-Veiga y col. (2015) reportaron la
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reduccién de la densidad poblacional a 11 individuos por litro (ind L) en
concentraciones de nitratos de 250 mg L, a comparaciéon de >100 ind L-1 en
cocnetracion de nitratos <35 mg L en el agua de cria de Daphnia magna. Respecto
a los fosfatos, Kim y col. (2013) reportaron ECso de 5.35 mg L™! para fosfato tricalcico
y ECso de 2.9 mg L™ para fosfato dicélcico en la misma especie. El fosfato de trifenilo
0.5 mg L* tuvo una diferencia significativa en la disminuciéon de la tasa de
reproduccion y en la longitud de Daphnia magna respecto a 0.05 mg L segun lo
reportado por Yuan y col. (2018). Cabe aclarar que las concentraciones de nitratos y
fosfatos no se afiadieron en forma de sales como los procedimientos OECD (2005)
o la Norma Mexicana NMX-AA-087-SCFI-2010 sino que fueron dadas por el tipo de
agua y alimento suministrado. Esto fue porque se buscé mantener el cultivo de
Daphnia sp. de una forma mas sencilla sin tener que usar reactivos quimicos
especificos, de esta manera se volvié mas econdémico y facil de trabajar en cuanto a

la renovacién del agua de cultivo.

Los valores de dureza y alcalinidad para el presente trabajo fueron de 418 y 39.7 mg
Lt CaCOs respectivamente. Bogart y col. (2016) reportaron mortalidad mayor al 98%
para Daphnia magna a 600 mg L** CaCOs de dureza junto con 420 mg L CaCOs de
alcalinidad después de 96 horas de exposicion; ademas reportaron la formacion de
calcita dada por la dureza y alcalinidad del agua. El agua de cria a estos valores se
le considera dura; como se observa en el Cuadro 3 los claddceros tuvieron un
promedio de vida de 29 dias lo cual es mucho mayor a 96 horas reportadas por
Bogart y col. (2016) para el agua dura. Esto quiere decir que Daphnia sp. podria ser
utilizada en muestras de aguas duras sin que esto influya en el desarrollo del
bioensayo toxicoldgico. El valor de DBOs para el presente trabajo fue de 51.8 mg L
1, Gholami-Borujeni y col. (2018) reportaron que la toxicidad de un efluente de agua

residual es independiente de la concentracién de DBOs en Daphnia magna.
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Cuadro 2. Parametros fisicoquimicos del agua para la cria de Daphnia sp. en

laboratorio.
Parametro Valor Unidad Referencia
Intensidad luminosa 861 Lux, luz fria NOM-025-STPS-2008
Temperatura del 23.3 °C NMX-AA-007-SCFI-2013
agua
Temperatura 25 °C -
ambiente
pH 7.30 NMX-AA-008-SCFI-2016
Conductividad 1.36 mScmt NMX-AA-093-SCFI-2000
Oxigeno disuelto 6.61 mglL? NMX-AA-012-SCFI-2001
Dureza 418 mgL?!CaCOz NMX-AA-072-SCFI-2001
Alcalinidad 39.7 mgL!CaCOs NMX-AA-036-SCFI-2001
Fosfatos 0.108 mgL*? NMX-AA-029-SCFI-2001
Nitratos 1.45 mglL? Duque, 2007.
Demanda bioquimica 51.8 mglL? NMX-AA-028-SCFI-2001

de oxigeno (DBOs)

5.2 Seguimiento del ciclo de vida.

El seguimiento del ciclo de vida se realiz6 después de tener los parametros
fisicoquimicos del agua de cria debido a que Daphnia sp. se observo en reproduccion
asexual. En las Figuras 4 y 5 se muestran las diferentes bolsas incubadoras de las
hembras en reproduccion sexual y asexual. Dinh y col. (2018) reportaron en sus
resultados que la reproduccién asexual es un ciclo partenogenético en el cual las
hembras producen huevos diploides que se desarrollan directamente en hijas; en la
reproduccion sexual la hembra produce huevos haploides que requieren fertilizacion
de los machos, una vez fertilizados se envuelven en una capa protectora llamada
efipio. La forma de reproduccion sexual se da al tener ambiente desfavorable, por
ello el efipio es una capa rica en queratina que protegera a los huevos de la luz UV,

la desecacion y los parasitos hasta que el medio sea favorable nuevamente. En la
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Figura 4 se puede observar el efipio como una bolsa incubadora de color negro, esta
fotografia fue tomada en fecha en la cual los organismos se encontraban en el
periodo de aclimatacion. La Figura 5 se puede observar la bolsa incubadora
transparente sin efipio lo cual indica las condiciones apropiadas para la reproduccion

asexual partenogenética.

Figura 3. Morfologia de Daphnia sp., vista lateral 30X.
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Figura 4. Hembra en reproduccién sexual con formacion de efipio, marzo 2017,
30X.

Figura 5. Hembra en reproduccion asexual partenogenética, abril 2017, 30X.
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En el Cuadro 3 se observan los resultados obtenidos del monitoreo de hembras
asexuales, la madurez sexual se determiné al dia en que se dio la formacién de los
primeros huevecillos la cual ocurriéo a los 6 dias para todos los individuos; en el
transcurso de estos primeros dias crecieron hasta la fase adulto. Se observo que el
tiempo en que se formaron los huevos y se convirtieron en pequefias Daphnias de 1
a 2 dias de edad. A partir de la formacion de la primera generacion, la hembra tuvo
una puesta cada 2 o 3 dias teniendo en promedio 6 puestas y de cada puesta, se
tuvieron 15 crias. También se notd que una semana previa a la muerte, la hembra ya
no fue capaz de procrear. La longevidad fue de 29 dias. Wang y col., (2018)
reportaron para Daphnia similis que el tiempo promedio hasta la primera cria fue de
7.75 dias y el numero de neonatos por puesta fueron 21.5, estas son 6.5 crias mas
de lo observado en el presente trabajo. Steinkey y col., (2018) reportaron para
Daphnia magna que la edad de madurez sexual fue de 10 dias, con 3 puestas con
10 neonatos de cada puesta. En Daphnia sp. el nimero de puestas y de crias fueron

2 y 1.5 veces mayores respectivamente a las reportadas por Steinkey y col. (2018).

Cuadro 3. Ciclo de vida promedio de Daphnia sp. en reproduccién partenogenética.

Edad de madurez sexual (dias) 60
Puestas a lo largo de su vida 6 +3.35
Crias por puesta 15+ 0.75
Longevidad (dias) 29 £ 12.52

Los valores representan el promedio de 8 repeticiones + desviacion estandar.

5.3Bioensayos para determinar toxicidad.

5.3.1 Bioensayo con arsénico.

En los bioensayos de toxicidad con Daphnia sp., se utilizaron neonatos de menos de
24 horas de nacidos (OECD, 2005) para obtener uniformidad de respuesta ya que
los neonatos tuvieron la misma edad. No se utilizaron hembras adultas puesto que
se observo que su reproduccion puede darse de un dia para otro y los bioensayos

tuvieron una duracion de 24 horas segun Le y col. (2013), esto significa que si se
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llegasen a utilizar adultos en una prueba de toxicidad, al siguiente dia se podrian
observar mas individuos de los que inicialmente se colocaron, ademas no se tendrian
individuos de la misma edad. El bioensayo exploratorio tuvo el objetivo de determinar
un nuevo rango de concentraciones en donde se encontré letalidad entre el 0 y
100%, por ello en el ensayo exploratorio las concentraciones tuvieron una escala
logaritmica; en el caso del arsénico (Figura 6), al igual que en el cadmio y plomo, se
utilizaron 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 mg L.
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Figura 6. Dosis — efectos letales de exposicidén a arsénico en ensayo exploratorio.

En la Figura 6 se puede observar que a partir del valor de logaritmo de concentracion
-2 en el eje de las x (0.01 mg Lt As) comenzé a darse el efecto letalidad y se tuvieron
4 puntos intermedios entre el 0 y 100% de letalidad: los 3 primeros puntos
presentaron una letalidad menor al 20% vy el siguiente punto se presentd arriba del
90%. Entonces para el rango definitivo se tomaron los valores de logaritmo de

concentracion 0y 1, es decir, entre 1y 10 mg L As.
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Figura 7. Dosis — efectos letales de exposicidon a arsénico en ensayo definitivo.

En la Figura 7 se muestra la curva dosis — respuesta con la cual se calcul6 la CLso,
en la gréfica se observa que el 50% de porcentaje de mortalidad se dio entre 2y 3
mg L. Para hacer el célculo no sélo se utilizaron estos 2 valores sino que se usaron

todos los puntos que hayan quedado entre el 0 y 100% de letalidad, en este caso 2,
3,4y5mgL?As.
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Figura 8. Andlisis probit para arsénico. Intervalos de confianza al 95%.

La gréfica resultante del analisis estadistico probit se muestra en la Figura 8, este
tipo de andlisis transforma una curva no lineal a la forma de la ecuacion de la recta,
de este modo se puede calcular la CLso e incluso la concentracion letal a cualquier
porcentaje que se desee puesto que la recta no sélo es calculada entre los puntos
sino que se extrapola hasta 1% y 99% de letalidad. La CLso es un valor que puede
cambiar de un estudio a otro debido al medio de prueba, las condiciones de
iluminacién u otro parametro. Por ejemplo, la CLso que Martins y col. (2007)
reportaron ClLso de 7.5 mg L As (lll) en Daphnia magna, Zheng y col. (2017) 2.93
mg Lt As (lll) y 5.23 mg L As (V) para D. magna, Cui y col. (2018) reportaron un
valor de 2.04 mg L* As (lll) en Daphnia galeata. Como se puede observar en el
Cuadro 4, el valor obtenido fue 2.69 mg L As (V) teniendo mas similitud con Cui y
col. (2018) y Zheng y col. (2017). Sin embargo, el nimero de oxidacion no

corresponde ya en este trabajo se utilizo As (V).
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Cuadro 4. CLso y CLgo a 24 horas de arsénico.

Limite Limite

inferior  superior
CLso (mg L As) 2.69 2.30 3.03
CLoo (Mg L As) 4.42 4.01 5.02

La norma NOM-001-SEMARNAT-1996 indica un limite méximo permisible para
descarga de aguas residuales en aguas nacionales de 0.2 mg L de arsénico,
mientras que la NOM-002-SEMARNAT-1996 establece los limites maximos
permisibles para descargas de aguas residuales al alcantarillado municipal de 0.75
mg L. En la presente investigacion la CLso de Daphnia sp. fue de 2.69 mg L, este
valor es superior al establecido 13.45 y 3.6 veces respectivamente a ambas Normas
Oficiales Mexicanas por lo que no se recomienda utilizar Daphnia sp. como
bioindicador.

5.3.2 Bioensayo con cadmio
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Figura 9. Dosis — efectos letales de exposicién a cadmio en ensayo exploratorio.
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Figura 10. Dosis — efectos letales de exposicién a cadmio en ensayo definitivo.
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Figura 11. Analisis probit para cadmio. Intervalos de confianza al 95%.




En la Figura 9 se observa que el cambio de 0 a 100% de letalidad se dio entre el
logaritmo de concentracién -1y 0, es decir entre 0.1 y 1 mg L Cd. A partir de estos
resultados, se realiz6 el bioensayo definitivo mostrado en la Figura 10 en la cual se
observo que, excluyendo el primer punto correspondiente al control negativo, hay 5
puntos que se encontraron con porcentaje de letalidad. La curva trazada no se pudo
ajustar a la ecuacion de la recta directamente ya que se observé un comportamiento
sigmoideo, por ello se realizé el analisis estadistico probit mostrado en la Figura 11

y entonces se calculo la CLso.

Cuadro 5. CLso y CLgo a 24 horas de cadmio.

Limite Limite

inferior  superior
Clso (mgL*Cd)  0.130 0.115 0.147
CLoo (mg L Cd) 0.209 0.186 0.245

Existe el registro de CLso a 24 horas de parte de varios autores como son Martins y
col. (2007) quienes reportaron 0.121 mg L Cd en Daphnia magna, Ferreira y col.
(2008) obtuvieron un valor de 0.079 mg L' Cd en D. magna pero éste a 48 horas y
Cui y col. (2018) presentaron un resultado con Daphnia galeata de 0.19 mg L* Cd
(). La concentracion letal media obtenida en el Cuadro 5 es muy similar a la dada
por Martins y col. (2007).

La norma NOM-001-SEMARNAT-1996 indica un limite maximo permisible para
descarga de aguas residuales en aguas nacionales de 0.2 mg L' de cadmio,
mientras que la NOM-002-SEMARNAT-1996 indica 0.75 mg L* (limites maximos
permisibles para descargas de aguas residuales al alcantarillado municipal). La CLso
de Daphnia sp. fue de 0.130 mg L™, este valor fue menor al establecido y por lo tanto
Daphnia sp. puede ser utilizada como bioindicador para cadmio por estas Normas
Oficiales Mexicanas. Sin embargo, las normas NOM-127-SSA1-1994 Y NOM-201-

SSA1-2015 tienen como limite maximo permisible para agua potable, agua y hielo
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para consumo humano de 0.005 y 0.003 mg L™ respectivamente lo cual significa que

Daphnia sp. no puede ser bioindicador para agua potable, agua y hielo para consumo

humano.

5.3.3 Bioensayo con plomo

Porcentaje de mortalidad (%)
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Figura 12. Dosis — efectos letales de exposicién a plomo en ensayo exploratorio.
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. Dosis — efectos letales de exposicion a plomo en ensayo definitivo.
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Figura 14. Andlisis probit para plomo. Intervalos de confianza al 95%.

La Figura 12 presenta el ensayo exploratorio para plomo en el que se presentaron
tres puntos intermedios de letalidad en -2, -1 y 0 de logaritmo de la concentracion,
esto fue 0.01, 0.1y 1 mg L Pb, entonces para el bioensayo definitivo mostrado en
la Figura 13 se utilizaron concentraciones alrededor de las anteriores para tener un
porcentaje de letalidad y lograr el andlisis probit con al menos cuatro puntos, por ello
se usaron 0.05, 0.3, 0.5, 1.0y 1.5 mg L! Pb. En el blanco negativo no se encontraron
individuos muertos asi como en la concentracién 0.05 mg L* Pb. Para calcular la
CLso es necesario que la recta se construyera con al menos un punto por abajo o por
arriba del 50%, en este caso en la Figura 14 se puede observar que si se cumplio
con la condicion porque el primer punto esta por debajo y los demas fueron mayores
al 50% de letalidad.
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Cuadro 6. CLso y CLgo a 24 horas de plomo.

Limite  Limite

inferior  superior
ClLso (mg L't Pb)  0.595 0.482 0.717
Cleo (Mg L1Pb)  1.25 1.08 1.53

En el Cuadro 6 se puede observar que el resultado de CLso fue mayor al reportado
por Cooper y col. (2009) que obtuvieron a 48 horas el valor de 0.444 mg L* Pb para
Daphnia carinata. Sin embargo, la CLso del presente trabajo es mas parecida a Cui y
col. (2018) ya que reportan 0.58 mg L1 Pb (ll) para Daphnia galeata a 24 horas.

La NOM-002-SEMARNAT-1996 establece los limites maximos permisibles para
descargas de aguas residuales al alcantarillado municipal indica 1.5 mg L de plomo.
La CLso de Daphnia sp. fue de 0.595 mg L%, este valor fue menor al establecido y
por lo tanto Daphnia sp. puede ser utilizada como bioindicador para plomo en aguas
residuales descargadas al alcantarillado. Sin embargo, la norma NOM-001-
SEMARNAT-1996 indica un limite maximo permisible para descarga de aguas
residuales en aguas nacionales de 0.4 mg L de plomo; las normas NOM-127-SSA1-
1994 Y NOM-201-SSA1-2015 tienen como limite maximo permisible para agua
potable, agua y hielo para consumo humano de 0.025y 0.01 mg L™! respectivamente
lo cual significa que Daphnia sp. no puede ser bioindicador para agua residual

descargada en aguas nacionales, agua potable, agua y hielo para consumo humano.

5.4 Analisis de lixiviados de suelos contaminados.

La forma de lixiviacion de los suelos se realizé con agua en equilibrio con CO2 para
simular de una mejor forma lo que pasaria realmente en el ambiente con la lluvia e
incluso con lluvia acida. Se sabe que en la quimica del suelo, el pH influye en la
carga superficial de componentes del suelo como los 6xidos de hierro y manganeso,
hidroxidos, carbonatos y materia organica. A pH acido la concentracion en el medio

acuoso de cationes metalicos sera mayor que a pH neutro o alcalino y con esto se
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logra la movilizacion entre compartimentos ambientales (Bakhshipour y col., 2016;
Aharonov-Nadborny y col., 2018). El pH del agua usada para la lixiviacion fue de 5.5

aproximadamente pero el pH fue neutro al final de la agitacion.
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Figura 15. Bioensayo con lixiviado de suelo contaminado con arsénico.

En la Figura 15 se muestran los resultados de la exposicién al lixiviado contaminado,
se puede observar por la linea marcada con triangulos que no se registraron muertes
en el 100% de lixiviado y tampoco en las diluciones. Se observo que hay inmaoviles
en el punto de 100% de lixiviado pero con esto no se puede concluir una
contaminacion con arsénico sin un analisis de determinacion.
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Figura 16. Bioensayo con lixiviado de suelo contaminado con plomo.

Por otro lado, en la Figura 16 se presenta el bioensayo con otro tipo de suelo y con
plomo como contaminante. Se observé que a la dilucion de 12.5%, el 6.7% de los
clad6ceros comenzaron a presentar inmovilidad y aumento en el siguiente punto en
donde también se comenzé a tener letalidad. Las concentraciones determinadas
segun la mortandad de Daphnia sp. para plomo presentes en el lixiviado fueron de
0.269, 0.229 y 0.115mg L.

Cuadro 7. Célculo de la concentracion de plomo en el lixiviado a partir del

bioensayo con Daphnia sp.

Concentracion % lixiviado % mortalidad Concentracion de
(mg L?) la muestra
calculada
0.0673 25 6.7 0.269
0.1147 50 16.7 0.229
0.1147 100 16.7 0.115
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Cuadro 8. Andlisis de los lixiviados por espectroscopia electrotérmica.

Suelo Analito Valor Unidad

Jales mineros de Arsénico 12.8 mg L?
Zimapan, Hgo.,

contaminado con

arsénico 9051.92

mg kg**

Suelo Plomo No detectable mg L?
contaminado con

plomo

*suelo proporcionado por la Q. Mayelin Rosquete Bassoé

Para el primer bioensayo se determind una concentracioén de arsénico de 12.8 mg L-
1. 5 veces superior a su CLso (2.69 mg L!). La ausencia de muertes en este bioensayo
se atribuy6 al nimero de oxidacion, ya que para la determinacion de la concentracién
letal media en este trabajo se utilizé As (V) el cual es menos téxico que el As (lll). La
toxicidad y la movilidad de As en el cuerpo humano es As (lll) > As (V) > arsénico
organico (Sattar y col., 2016). El arsénico se encuentra en el ambiente en su forma
inorganica como especie trivalente As (lll) en condiciones andxicas o pentavalente

As (V) bajo condiciones Oxicas en ambiente acuético (Qiy Pichler, 2017).

La toxicidad de As (lll) esta relacionada con su alta afinidad por los grupos sulfhidrilo
de las biomoléculas lo cual causa la inhibiciobn de funciones enzimaticas cruciales
dentro de las células (Aposhian y Aposhian, 2006; Sharma y Sohn, 2009). Por otro
lado, la toxicidad microbiana del As (V) es el resultado de su potencial para el
reemplazo de fosfato, desacopla la formacion de ATP, lo que finalmente resulta en
el agotamiento de la energia celular (Rosen y Tamas, 2010). El lixiviado de suelo
contaminado con arsénico pudo presentar una combinacion de As (lll) y As (V), esta
mezcla no caus6 mortandad en Daphnia sp. La espectrometria de absorcion atomica
electrotérmica es una técnica instrumental eficiente para determinar concentraciones

de analito total, es decir, que no es para una forma de analito especifica, ademas la
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matriz con sustancias organicas residuales del material digerido, puede eliminarse
en parte durante el aumento gradual de la temperatura antes de la atomizacion del

analito (Shemirani y col., 2005).
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6 CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

Las condiciones Optimas para la reproduccion exitosa de Daphnia sp. fueron:
dureza 418 mg L, alcalinidad 39.7 mg L, pH de 7.3, fosfatos 0.108 mg L™,
nitratos 1.45 mg L, conductividad de 1.36 mS cm™ y oxigeno disuelto de 6.61
mg L.

Se cultivé exitosamente Daphnia sp. con periodo de longevidad de 29 dias y
con éxito de reproduccion asexual de 6 puestas con 15 crias cada una.

Las concentraciones letales medias CLso en esta investigacion para Daphnia
sp. fueron 0.130 mg L*?, 0.595 mg L'y 2.69 mg L* para cadmio, plomo y
arsénico respectivamente; asi como las CLoo fueron de 0.209 mg L%, 1.25 mg
Lty4.42mg L™

Daphnia sp. no es una especie bioindicadora para el biomonitoreo de arsénico
en agua; la CLso fue 13.45 veces superior al limite maximo permisible de 0.2
mg L de la NOM-001-SEMARNAT-1996.

Daphnia sp. es una especie bioindicadora para el biomonitoreo de cadmio y
plomo; para cadmio respecto a las Normas NOM-001-SEMARNAT-1996 y
NOM-002-SEMARNAT-1996; y para plomo sélo en la NOM-002-SEMARNAT-
1996 porque las CLso de estos metales pesados se encuentran por debajo de

los limites maximos permisibles.
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