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RESUMEN

El imposex es un sindrome caracterizado por el desarrollo de caracteres sexuales
masculinos en hembras de gasterépodos marinos que ha sido asociado al compuesto biocida tributil
estafio (TBT), prohibido en 2008 a nivel mundial por la Organizacion Maritima Internacional
(IMO). En Europa el imposex es utilizado como indicador para el monitoreo en ecosistemas
costeros afectados por el TBT en protocolos de la Convencién para la Proteccion del Medio
Ambiente Marino del Atlantico del Nordeste (OSPAR) y la Comision de Helsinki (HELCOM).
Dado que existen antecedentes recientes que reportan la presencia de imposex en gasterépodos del
Pacifico mexicano, el objetivo de este trabajo fue corroborar su presencia en el gasterépodo marino
Plicopurpura pansa en diferentes localidades costeras de la costa del municipio de Mazatlan
Sinaloa, caracterizando sus afectaciones mediante evaluaciones morfoldgicas, histologicas, del
receptor de retinoides (RXR), asi como sus posibles consecuencias reproductivas. Los resultados
indican un imposex mayor del 12% en Cerro del Vigia y Marmol y 3% en Las Labradas. Los
pseudopenes se presentaron con longitudes <1 mm, sin evidencias de vasos deferentes. De acuerdo
a OSPAR las caracteristicas del imposex no representan un peligro para la especie en relacion al
TBT y se encuentra clasificado en la etapa 1 segin HELCOM. Se encontraron 2 isoformas de RXR:
la isoforma 1 contiene seis polimorfismos una secuencia de 299 aminoacidos y la isoforma 2
contiene un polimorfismo, con una insercion de 15 pb y una secuencia de 304 aminoacidos. En
experimentos de trasplante, no se observaron evidencias de imposex en tres meses de exposicion
(organismos provenientes de sitios con muy baja incidencia de imposex trasplantados a sitios con
alta incidencia de imposex); tanto las hembras trasplantadas como las hembras morfol6gicamente
normales expresaron la isoforma 1 y sélo una hembra trasplantada expreso la isoforma 2. Sin
embargo, las hembras trasplantadas y las hembras con imposex colectadas presentaron alteraciones
histoldgicas severas que suponen un riesgo para la especie. Las hembras con imposex de las
localidades Marmol y Cerro del Vigia conservaron la capacidad de copular, pero registraron una

disminucion en el tiempo de copula.

Palabras claves:Plicopurpura pansa; Imposex; Trasplante; Histologia; RXR; Frecuencia de

copula.

12



ABSTRACT

The imposex is a syndrome characterized by the development of male sexual characters in
females of marine gastropods that has been associated with the biocide tributyl tin (TBT), banned
in 2008 worldwide by the Organization International Maritime (IMO). In Europe, imposex is used
as an indicator for monitoring in coastal ecosystems affected by TBT in protocols of the
Convention for the Protection of the Marine Environment of the Northeast Atlantic (OSPAR) and
the Helsinki Commission (HELCOM). Given that there is a recent history that reports the presence
of imposex in gastropods of the Mexican Pacific, the objective of this work was to confirm its
presence in the marine gastropod Plicopurpura pansa in different coastal towns along the coast of
the municipality of Mazatlan Sinaloa, characterizing its effects through assessments
morphological, histological, retinoid receptor (RXR), as well as its possible reproductive
consequences. The results indicate an imposex greater than 12% in Cerro del Vigia y Marmol and
3% in Las Labradas. The pseudopenes were presented with lengths <1 mm, with no evidence of
vas deferens. According to OSPAR, the characteristics of imposex do not represent a danger to the
species in relation to TBT and is classified in stage 1 according to HELCOM. Two RXR isoforms
were found: isoform 1 contains six polymorphisms with a sequence of 299 amino acids and isoform
2 contains a polymorphism, with an insertion of 15 bp and a sequence of 304 amino acids. In
transplant experiments, no evidence of imposex was observed in three months of exposure
(organisms from sites with very low incidence of imposex transplanted to sites with high incidence
of imposex); both the transplanted females and the morphologically normal females expressed
isoform 1 and only one transplanted female expressed isoform 2. However, the transplanted
females and females with imposex collected presented severe histological alterations that pose a
risk to the species. Females with imposex from the towns Marmol and Cerro del Vigia retained the

ability to copulate, but recorded a decrease in copulation time.

Keywords: Plicopurpura pansa; Imposex; Trasplant; Histology; RXR; Frecuencia de copula.
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1. INTRODUCCION

El “imposex” se descubrio en la década de los setenta y se refiere al desarrollo de caracteres
sexuales masculinos en hembras de gasteropodos marinos (Blaber, 1970; Gibbs et al., 1987). La
causa de esta masculinizacion se asocid principalmente a compuestos organoestafiosos como el
Tributil estafio y el Trifenil estafio (TBT y TPT por sus siglas en inglés), usados en pinturas
antiincrustantes de embarcaciones y estructuras portuarias, desde la década de los cincuenta hasta
finales de la década de los dos mil. Dependiendo de la concentracion y sensibilidad en la especie
estos compuestos provocan el desarrollo de un pseudo pene y/o un vaso deferente, que por su
tamafo puede bloquear el oviducto y ocasionar la muerte de la hembra al no poder expulsar las
capsulas ovigeras, con importantes consecuencias poblacionales a lo largo del tiempo (Smith, 1971,
1981; Jenner, 1979).

Los primeros reportes de imposex se remontan a la década de los 70°s en costas del Reino Unido,
donde se comprobd que el imposex desarrollado en Nucella lapillus causo la extincion de esta
especie a nivel local por falta de reclutamiento (Bryan et al., 1986; Gibbs y Bryan, 1986) y fue
atribuido al TBT a concentraciones de 0.5 ng/L (Bryan et al., 1987). Los gasterépodos se
consideran los organismos mas sensibles y con mayores afectaciones (Fent, 1996; Solé et al., 1998;
Hoch, 2001); sin embargo, los compuestos organoestafiosos ocasionan diversos dafios en otras
especies marinas como malformaciones en bivalvos en Crassostrea gigas a concentraciones de ~
0.8 ng/L (Alzieu et al., 1986) e inmunotoxicidad en peces y mamiferos (O’Halloran et al. 1998).
Actualmente se tienen reportes de imposex en mas de 260 especies de gasterépodos a lo largo del
mundo (Sternberg et al., 2010; Titley-O’Neal et al., 2011), incluso hay dos indices que permiten
la evaluacion de la intensidad de la afectacion por imposex (Gibbs et al., 1987): el indice del
Tamafio Relativo del Pene (RPSI) que cuantifica el tamafio del pene de las hembras, y el indice de
la Secuencia del Vaso Deferente (VDSI) basado en una valoracion semicuantitativa del grado de
desarrollo del vaso deferente. La evaluacion del imposex se considera como un método rapido,
econdmico y eficaz para el monitoreo de ecosistemas costeros expuestos a contaminacion por
compuestos organoestafiosos (Sousa et al., 2007).

En la década de los 80°s en varios paises de Europa se prohibié el uso de pinturas anti incrustantes

en embarcaciones mayores y se consider6 al TBT el compuesto organoestafioso mas peligroso y
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toxico vertido en el ambiente marino (OSPAR Commission, 2000). De tal forma que, en 2003, la
Organizacion Maritima Internacional (IMO por su siglas en inglés), adoptd una resolucion en la
que se acordd prohibir a nivel internacional la aplicacion de pinturas con compuestos
organoestafiosos, con prohibicién completa antes del 2008 (IMO, 2005).

Durante las décadas siguientes después de asociar al TBT como principal inductor de imposex en
gasterépodos, las investigaciones se enfocaron en caracterizar los efectos androgénicos por
exposicion al TBT. Actualmente, este compuesto se considera un disruptor endocrino, ya que
interrumpe algunos procesos fisiologicos controlados por hormonas, alterando el funcionamiento
normal del organismo (Chacoén et al., 2007; Ketata et al., 2008). Las hipétesis para explicar el
imposex son diversas, enfocandose en tres grandes campos: esteroideas, neuroendocrinas y
agonista del receptor X de retinoides (RXR).

Las hipotesis esteroideas sostienen que la masculinizacion se relaciona con alteraciones en la
produccion de hormonas. En Littorina littorea e llyanassa obsoleta el TBT disminuye la
produccion de sulfuros conjugados de testosterona, lo que provoca un aumento de testosterona libre
en los tejidos y causa imposex (Oberdorster et al., 1998; Ronis y Mason, 1996). Este planteamiento
fue descartado afios después por considerar que las concentraciones de TBT utilizadas durante los
ensayos de laboratorio fueron demasiado altas y por lo tanto poco realistas, por lo cual nunca se
iban a encontrar en campo (Gooding et al., 2003). Otra explicacion en cordados superiores como
el humano es que el TBT provoca un incremento de andrdgenos al inhibir el citocromo P450
aromatasa (CYP19), la cual esta encargada de la aromatizacion de andrdgenos a estrégenos (Santos
et al., 2005). Esta hipdtesis ha sido ampliamente estudiada; sin embargo, existen estudios
contradictorios al respecto, ya que hay poca reproducibilidad entre las distintas especies de
gasteropodos. Por ejemplo, en Buccinum undatum se registro la inhibicion de la aromatasa en
poblaciones silvestres con presencia de imposex (Santos et al., 2002). Por el contrario, en Nucella
lapillus se registrd un alto imposex con baja inhibicion de la aromatasa; ademas, CYP19 parece ser
especifico de vertebrados superiores y en gasteropodos es aun desconocido y no hay ninguna
evidencia que muestre la presencia de ortélogos del receptor de androgenos (AR) de vertebrados y
CYP19 en moluscos (Castro et al., 2005; Markov et al., 2009; Kaur et al., 2015 ), aunque si existen
evidencias de que en moluscos existe un tipo de aromatasa similar al de los vertebrados, Zheng et
al. (2014) demostraron que en ausencia de fuentes externas de estrdgenos, se sintetizan esteroides

sexuales de forma enddgena en moluscos, reduciendo los niveles de estradiol (E2) y fecundidad
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femenina en Potamopyrgus antipodarum utilizando fadrozol, un inhibidor especifico de la
aromatasa CYP19 en vertebrados.

Las hipotesis neuroendocrinas proponen que el imposex es causado por la interrupcion de la sintesis
de factores neuroendocrinos, los cuales estdn controlados por el ganglio pedal y cerebro pleural.
Se ha propuesto que el neuropéptido APGW amida es uno de los factores neuroendocrinos
causantes de imposex, ya que alteran el factor morfogenético del pene en especies como llyanassa
obsoleta y Ocenebra erinacea (Oberddrster y McClellan-Green 2000; 2005; Féral y Le Gall, 1982);
sin embargo, no existen estudios posteriores que validen esta hipdtesis en otras especies de
gasteropodos (Santos et al., 2002; Castro et al., 2007).

La hipotesis mas aceptada actualmente es la relacionada a la alteracion del RXR, el cual pertenece
a una superfamilia de receptores nucleares y se ha demostrado estd asociado a procesos
fisiolégicos, metabolicos, de induccion de apoptosis y de diferenciacion sexual en invertebrados
(Mark et al., 2006), incluidos los moluscos gasteropodos. A pesar de que se desconoce exactamente
como se provoca el imposex, en estudios ambientales, la presencia de este fenomeno en
gasteropodos marinos se toma normalmente como indicativo de presencia de TBT, TPT o sus
subproductos de degradacion en el ambiente y se utiliza para monitorear la presencia de estos
contaminantes en las zonas de trafico maritimo a nivel mundial. En la Unién Europea se establecen
regulaciones estrictas y monitoreos permanentes del imposex, la implementacion de una politica
integrada para la proteccion del medio ambiente marino se ha intentado durante las Ultimas
décadas, creandose cuatro convenciones marinas regionales; el Convenio para la Proteccion del
Medio Marino del Atlantico Nordeste (Convenio OSPAR), el Convenio para la Proteccion del
Medio Marino del Mar Baéltico (Convenio HELCOM), el Convenio para la Proteccidon del Mar
Mediterraneo contra la Contaminacién (Convenio de Barcelona), y el Convenio para la Proteccion
del Mar Negro contra la Contaminacion (Convenio de Bucarest; 1992) Laranjeiro et al; 2018a.

En México la situacion es distinta, existen solo dos estudios que abordan el tema del imposex: el
primero realizado en 2007/2008 en la Laguna de Términos, Campeche, en una zona con alta
actividad industrial, se encontré un 15% de incidencia de imposex en tres especies endémicas
(Nassarius vibex, Echinolittorina ziczac y Cerithium lutosum) (Romero, 2010); el segundo estudio
realizado en 2010/2011 en las costas de Nayarit y Sinaloa se encontré una incidencia del 21 al 28%
en Plicopurpura pansa un gasterépodo marino intermareal de alto valor cultural para diversos

grupos indigenas del sureste mexicano (Dominguez-Ojeda et al., 2015).
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Este trabajo se enfocO en el gasterépodo marino Plicopurpura pansa debido a su importancia
ecolodgica, cultural, antecedentes en la region y que se encuentra protegido por la Norma Oficial
Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 en la categoria de especie amenazada. Comprende tres
objetivos complementarios, el primero fue el diagndstico del imposex en tres localidades costeras
de Mazatldn Sinaloa, incluyendo una caracterizacion histoldgica y a la expresion de RXR. El
segundo objetivo fue un enfoque experimental en campo para evaluar el desarrollo de imposex por
exposicion a condiciones en sitios seleccionados por presentar alto nivel de imposex. El tercer
objetivo fue la evaluacion de la posible disfuncion reproductiva en P. pansa relacionado al imposex

bajo un seguimiento en condiciones de laboratorio.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Imposex (Alteraciones Reproductivas en Gasteropodos Marinos)

Desde la caracterizacion del imposex en los 70s en Nucella lapillus en las costas del Reino Unido
por Blaber (1970) y Smith (1971), para los 90s ya se tenian registros en mas de 72 especies de
gasteropodos (Fioroni et al., 1991; Oehlmann et al., 1991) y antes de terminar la década el imposex
se habia reportado en méas de 150 especies alrededor del mundo (Fent, 1996; Matthiessen et al.,
1999). Actualmente se tiene registro de aproximadamente 260 especies de gasterépodos marinos
afectados en algun grado por imposex (Sternberg et al., 2010; Titley-O’Neal et al., 2011; Lam et
al., 2017; Cacciatore et al., 2018.

Esta comprobado que el TBT y sus subproductos de degradacion provocan la masculinizacion en
hembras y el grado de severidad, estadio y clasificacion son diferentes en cada especie (Rittschof
y McClellan-Green, 2005; Chan et al., 2008; Giraud-Billoud et al., 2013; Grimon et al., 2016). Se
ha postulado que los compuestos organoestafiosos poseen una alta afinidad a RXR y pueden
interferir en la ruta de retinoides mediante los receptores nucleares PPARy y RXR induciendo
imposex (Nishikawa et al., 2004; Horiguchi et al., 2008; Amiard y Amiard-Triquet, 2015).

En el caso de gasteropodos como Thais clavigera, Nucella lapillus y Leucozonia naza tanto el TBT
como el TPT son compuestos agonistas para los receptores nucleares RXR y PPARy (Blackmore,
2000; Meirelles et al., 2008; Titley-O’Neal et al., 2011; Horiguchi et al., 2012) lo que fortalece la
hipdtesis de que el imposex se produce después de la interrupcion de la ruta de retinoides por
compuestos organoestafiosos (Nishikawa, 2006) y/o través de PPARy o la conformacion del
heterodimero RXR/PPARy (Pascoal et al., 2013). No obstante, el hecho que el imposex pueda ser
inducido por mas de un agonista en cualquiera de los receptores nucleares evidencia que aun falta
clarificar detalles sobre el mecanismo que provoca el imposex en gasteropodos marinos.

Aunado a esto, se ha descubierto que existen otros compuestos quimicos que provocan imposex
como el cobre, matrices de pinturas e incluso el estrés ambiental (Nias et al., 1993). Se han
encontrado evidencias que el nonilfenol funciona como un estrégeno y desarrolla imposex en

Nucella lapillus cuando este es inyectado (Evans et al., 2000). En Pomacea canaliculata, el TBT
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disminuye la frecuencia de copulacion sin obstruir el oviducto ni alterar la morfologia de la génada
(Giraud-Billoud et al., 2013), en Voluta musica el imposex no parece desarrollar alteraciones
histoldgicas en la gonada a diferencia de Thaisella chocolata, Clibanarius vittatus, Adelomelon
beckii, Thais clavigera y Plicopurpura pansa donde si existen alteraciones en el tejido gonadal, el
desarrollo de un vaso deferente, generacion de ovocitos, atresia folicular y modificacion del epitelio
del gonoducto (Blackmore, 2000; Chan et al., 2008; Arrighetti & Penchaszadeh, 2010; Sant'Anna
et al., 2010; Dominguez-Ojeda et al., 2014; Mattos & Romero, 2016).

2.2. Monitoreo Ambiental

Desde el descubrimiento de la alta toxicidad de los compuestos organoestafiosos en los 70s hasta
la prohibicion del total del TBT en pinturas antiincrustantes a nivel internacional en 2008, el estudio
del imposex sigue vigente y es de gran importancia ambiental. Actualmente es considerado un
indicador confiable de contaminacién por TBT o subproductos de degradacion como el Dibultil
estafio (DBT) o Monobutil estafio (MBT) en zonas costeras, (Laranjeiro et al., 2018a; Jones and
Ross, 2018).en el que se monitorea el grado de masculinizacion en hembras de moluscos
gasteropodos debido a su alto grado de sensibilidad.

En Europa el monitoreo del imposex forma parte del plan de restauracion de zonas costeras
afectadas por el uso de TBT (Ruiz et al., 2019), como parte la Directiva Europea de Estrategia
Marina establecida en 2008, ley disefiada para hacer una contribucion a la conservacion, proteccion
y restauracion de los ecosistemas marinos en la Unién Europea antes del 2020. Para lograr este
objetivo, cada pais miembro de la Union Europea debe de realizar las acciones pertinentes y en
conjunto cumplir con otros convenios marinos en las regiones europeas. En Espafia, por ejemplo,
se monitorean dos especies altamente sensibles al TBT: el caracol de roca Nucella lapillus y el
caracol de lodo Nassarius reticulatus.

El imposex también es utilizado como herramienta de control obligatoria en protocolos
internacionales de la Convencion para la Proteccion del Medio Ambiente Marino del Atlantico del
Nordeste (OSPAR, por sus siglas en inglés) OSPAR (2000), la cual evalia la calidad del ambiente
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marino en relacion a la concentracion de TBT en el sedimento y la incidencia de imposex en

hembras de cinco especies: N. lapillus, N. reticulatus, Buccinum undatum, Neptunea antiqua

y Littorina littorea; clasificada en funcion del tamafio del vaso deferente y el tamafio del pene
(Cuadro 1, OSPAR, 2004).

Cuadro 1. Tabla de clases de evaluacion del imposex en cinco especies modelo para efectos
bioldgicos especificos de TBT. Los valores del indice del vaso deferente son criterios que definen
el grado de contaminacion de la zona evaluada. A y B en verde significa que se cumple el objetivo
de calidad ecoldgica. Indice de vaso deferente (VDSI); indice de clasificacion de pene (PCI); indice
de intersex (ISI). (Tomado de OSPAR 2004).

Valoracion N. lapilius | N. reticulatus | B. undatum N. anrigua L. littorea
de clase VDsI VDSI PCI VDSI 151
<0.3 <0.3
<0.3 <0.3 L
0.3-<20 0.3-<2.0
20-<40 0.3-<2.0 0.3-<2.0
2.0-<4.0
4.0-50 20-35 20-<4.0 20-<5.0
0.5-12
5.0 3.5 4.0
>1.2

Por otra parte, la Comision de Helsinki (HELCOM, por sus siglas en inglés) una organizacion
internacional que gobierna la Convencion para la Proteccion del Medio Ambiente Marino del Area
del Mar Baltico (Alemania, Dinamarca, Estonia, Finlandia, Letonia, Lituania, Polonia, Rusia y
Suecia) establece los lineamientos para monitorear el imposex e intersex en Nucella lapillus y
Littorina litttorea para zonas intermareales, mientras que para muestreos en fondos blandos se
evallan Nassarus nitidus y Peringia ulvae en profundidades de 1 a 10 m y Buccinum undatum y
Neptunea antiqua en profundidades de 15 a 100 m (cuadro 2, HELCOM, 2010).
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Cuadro 2. Criterios de clasificacion de estadios de imposex de acuerdo a HELCOM 2010.

E stadio Caracteristicas
0 Hembra normal sin caracteri sticas masculinas
1 a) Evidencia de formacion de unpene pequefio sinun conducto deferente, detris del tenticulo ocular
derecho.

b) No se observa pene, sino un pequefio vaso deferente distal detrds del tenticulo ocular derecho.

2 Conducto del pene cerrado detras del tentdculo ocular derecho.

a) Pene con conducto que continiia enun tracto distal incompleto del vaso deferents que crece hada
la abertura vaginal,

b) No se observa pene; el vaso deferente recomre continuamente desde el tenticulo ocular derecho
sobre la parte inferior de la cavidad ded manto hasta la abertura vaginal.

Arhl

4 Se observa pene con conducto v vaso deferente continuo desde el pene hasta la abertura vaginal. En
el estadio 4+, el conducto deferente pasa por la abertura vaginal v comre hacia el canal ventral de la
glandula de la ciapsula

5 Peringia nivas: una hembra esténl sin caracteristicas sexuales masculinas, pero con aperfuras
genitales cerradas. Nucella lapillis: a) La vagina v generalmente, 1a bolsa copulatoria se reducen v
la vulva estd ausente. Se puede encontrar una glandula prostiticamais o menosextendida b)La papila
genital estd demasiado cubierta v la abertura vaginal esta ochida por la proliferacion de tejido del
vaso deferente que a memudo forma "nodulos”. Ademas de estos tejidos hiperplasicos, a veces se
pueden encontrar inflamaciones llenas de liquido debajo del epitelio del manto. Ambas posbilidades
conducen amnafalareproductiva vala esterilidad, porque lascapsulas de lmevo no pueden liberarse.

6 Peringia wvae umna hembra estéril con aperfuras gemitales cerradas v caracteristicas sexuales
masculinas debe tener el valor 6x. Para diferenciar entre la etapa 1-4 de todas las hembras que
presentan aberturas gemitales cerradas, se utilizanlostipos a b, ¢ v d Por ejemplo,

Una hembra virilizada de 1a Etapa | con apertura genital fem enina cemrada debe recibir & valor fa vy
una hembra virilizada de la Etapa 4 con apertura genital fememna cerrada debe recibir el valor 6d.
Nucella lapillis: como enla etapa 5, se pueden distinguir los ipos a yvb. Ambos representan la etapa
final de imposex determinada con un ovano todavia infacto, puram ente fem enino. El lumen de la
glandula de la capsula v su vestibulo se rellenan con una acumulaci on de capsulas de huevo aborfivas,
que al principio son ransparentes v luego form anuna m asa am orfa oscura o negra. E sto produce una
hinchazon intensa de la glandula de la capsula v, finalmente, 2 menudo una ruphra, causando la
muerte del ammal.

2.3. Plicopurpura pansa (Aspectos Bioldgicos)

Plicopurpura pansa (Gould, 1853) es un gasteropodo marino que pertenece a la familia Thaididae.
Habita en la zona intermareal rocosa (Keen, 1971), es carnivoro, su alimentacion se concentra en
pequefios organismos intermareales con los que cohabita, incluyendo poliplac6foros como Chiton
spp., gasterépodos Nerita spp. y Littorina spp. (Turok et al., 1988; Castillo-Rodriguez, 1992).

Se reproduce durante todo el afio, con un pico en los primeros meses del afio, en temperaturas frias.
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Es una especie dioica, el macho monta a la hembra y la fecundacion es interna. Copula durante
todo el afio y las hembras depositan las capsulas ovigeras entre las grietas de las rocas en la zona
intermareal (Michel-Morfin, 2000).

Dominguez-Ojeda et al. (2015) documentaron que Plicopurpura pansa es afectado por el imposex,
en la zona de Olas altas en Mazatlan, Sinaloa registraron una incidencia de 28% y en Santa Cruz,
Nayarit de 21%.

2.4. Distribucion Geografica y Habitat

La especie se distribuye en el océano Pacifico desde Baja California Sur hasta la parte norte de
Peru; las corrientes de California y de Humboldt limitan su distribucion (Keen, 1971; Acevedo y
Hernandez, 1988). Habita en la zona intermareal costera, principalmente en los orificios de rocas
mas expuestas de la zona costera y presenta un movimiento a lo largo de la distribucion vertical de
la zona intermareal sobre todo en época de calor, siempre en las zonas de alto oleaje (Garrity y
Levings, 1981). Hay varios estudios que caracterizan la distribucion y abundancia de la especie en
diferentes localidades del pais. En el cuadro 3 se presenta la informacion sobre parametros

poblacionales de P. pansa en México.
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Cuadro 3. Pardmetros poblacionales de Plicopurpura pansa en distintas zonas del territorio

mexicano.
Sitio N P (H: M) D (m?) T (mm) P (9) Referencia
0.70:1 (Flores-Garza et al.,
Guerrero, 623 NR 1:0.80 5.19+4.63 20.10 £6.01 1.79 +1.68 2007)
México. 0.87:1 6.53 4.02 £0.05 NR (Flores-Rodriguez,
1995)
- . 14.7 +2.83 (Naegel y Garcia-
Oaxaca, México 3145 1:1 NR 18.7+ 283 NR Dominguez, 2006)
Baja California . 32+35 (Ramirez-Rodriguez
sur, México 0908 108 IR 27435 R y Naegel, 2003)
Baja California
Sur, Jalisco, . .
Oaxacaelsla 814 1:0.75 0.86+026  40.7+9.27 NR (Michel-Morfin
et al., 2002)
Socorro,
México
Jalisco 964 1:0.75 17+034  30.45+2.19 NR (oleliar batin G
al., 2000)
250 0.71:1 1.15 6.5+1.1 NR
Sinaloa 0.82:1 (Enciso et al., 1998)
NR 0.55:1 (Acevedo-Garcia y
1:1.2 3.35 325%9.2 NR Escalante, 1993)
Archipiélago . (Holguin- Quifiones,
R NR 1:2 0.28 35.42 11.18 1993)

N = Ndmero total de organismos colectados, P (H: M) = Proporcion sexual Hembra: Macho, D
(m?) = Densidad promedio por metro cuadrado, T (mm) = Talla promedio en milimetros, P (g) =
Peso promedio en gramos, NR = No registrado.

2.5. Taxonomia y Sistematica

En las zonas costeras de México se encuentran tres especies del género Plicopurpura (Cossmann,
1903), en la costa del Pacifico: Plicopurpura pansa (Gould, 1853) y Plicopurpura columellaris
(Lamarck, 1816) y en la zona del Golfo: Plicopurpura patula (Linnaeus, 1758). Diversos estudios
ecologicos han reportado que Plicopurpura pansa y Plicopurpura columellaris cohabitan en la
zona intermareal y se ha discutido si ambas especies son en realidad formas de crecimiento
facultativo terminal de la misma especie, generando una controversia de caracter taxonémico
(Clench 1947; Abbott 1974; Kool 1987, 1988; Castillo-Rodriguez, 1992; Acevedo et al., 2000;
Becerra, 2000). Por ejemplo, en la base de datos World Register of Marine Species (WORMS:

www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=396993), el nombre de P. pansa aparece
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como “NO VALIDO” e indica que el nombre “ACEPTADO” o “TAXONOMICAMENTE
CORRECTO” es el de P. columellaris debido al estudio de Claremont et al. (2013), donde
consideraron a P. pansa como sinonimia menor de P. collumellaris con el andlisis de cuatro
marcadores moleculares. Cabe destacar que este trabajo es una revisién mundial donde el énfasis
se dirige a aclarar las relaciones filogenéticas entre los géneros de la familia, no entre las especies,
por lo que la especie P. pansa se considera valida. Esto esta sustentado en varios estudios regionales
donde se describen claramente las diferencias entre las dos especies y hablan de una posible
hibridacién, aunque es posible distinguir el morfotipo perteneciente a P. pansa (e.g. Lépez-Chavez
et al., 2016). Ademas, las leyes mexicanas protegen a P. pansa bajo la Norma Oficial Mexicana
NOM-059-SEMARNAT-2010 y la considera una especie diferente a P. columellaris.

2.6. Importancia Cultural y Conservacion

Esta especie secreta a traves de la glandula hipobranquial un fluido viscoso blanquecino como
mecanismo de defensa ante depredadores (Naegel y Cooksey, 2002) y es empleado por grupos
indigenas (Chontales, Huaves, Nahuas, Zapotecos y Mixtecos) para tefiir textiles tradicionales
(Ramirez-Rodriguez y Naegel, 2003; Vazquez-Gil et al., 2004).

En la década de los 80s esta especie estuvo al borde de la extincion debido a la sobre explotacion
hecha por una compatfiia japonesa con el nombre comercial de “Purpura Imperial”, hasta que las
autoridades mexicanas prohibieron su explotaciéon a nivel industrial y Unicamente permiten la
extraccion artesanal por los grupos indigenas mexicanos (DOF, 1988). En lo que constituyo el
primer Acuerdo Intersecretarial para el manejo de la especie, publicado en el Diario Oficial de la
Federacion el 3 de marzo de 1988, que daria las bases para la NOM-059-SEMARNAT-2001,
actualmente la NOM-059-SEMARNAT-2010 se decreta a P. pansa como especie protegida en
Meéxico con un estatus de “proteccion especial” y forma parte del listado de las 372 especies

prioritarias para su conservacién publicado en el DOF el 5 de marzo de 2014.
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3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

Diagnostico del imposex
e ;Cuadl es la incidencia de imposex en el caracol purpura de la zona costera de Mazatlan y
cudles son las caracteristicas de los organismos con presencia de imposex?
Trasplante
e ;Existen condiciones de contaminacion que induzcan el imposex en diferentes localidades de

la zona costera del municipio de Mazatlan Sinaloa?

Reproduccion

e (El grado de imposex encontrado impide el proceso de cépula en hembras de P. pansa?
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4. HIPOTESIS

Diagnostico
La alta incidencia de imposex sera mayor en sitios costeros cercanos al recinto portuario y a zonas

urbanas de Mazatlan.

Trasplante

Hembras morfol6gicamente normales de Plicopurpura pansa colectadas de un sitio con presencia
baja de imposex (Las Labradas), desarrollardn imposex al ser trasplantadas a dos sitios con
evidencia de imposex (Marmol y Cerro del Vigia) durante tres meses y por lo tanto existira

evidencia de que estos sitios son fuentes de contaminacion que induzcan la condicion de imposex.

Reproduccion
Hembras de Plicopurpura pansa con imposex provenientes de los sitios Marmol y Cerro del Vigia
en Mazatlan, Sinaloa tendran disminucion en frecuencia y duracion de copulas en condiciones de

laboratorio.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Caracterizar la presencia de imposex en el gasteropodo marino Plicopurpura pansa (Gould, 1853)
en diferentes localidades de la zona costera del municipio de Mazatlan Sinaloa y sus posibles

consecuencias reproductivas.

5.2. Objetivos Especificos

Diagnostico:
1) Determinar la incidencia de imposex en el gasteropodo marino Plicopurpura pansa en
diferentes localidades costeras del municipio de Mazatlan, Sinaloa.
2) ldentificar las posibles afectaciones del imposex mediante la caracterizacion morfoldgica,

histologica y molecular (RXR) en Plicopurpura pansa.

Trasplante:
3) Demostrar experimentalmente si la exposicion en diferentes sitios de la zona costera de

Mazatlan produce imposex.
Reproduccion:

4) Determinar si hembras de Plicopurpura pansa presentan afectaciones en copula cuando

desarrollan imposex.
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6. METODOLOGIA

Objetivo particular 1. Determinar la incidencia de imposex en el gasterépodo marino P. pansa en
diferentes localidades costeras del municipio de Mazatlan, Sinaloa.

6.1. Localidades

Se realizaron 2 muestreos preliminares puntuales en octubre y noviembre de 2017 en distintas
zonas costeras de Mazatlan Sinaloa, para ubicar y seleccionar las estaciones que presentaban
organismos suficientes para muestreos posteriores. De los resultados preliminares se consideraron
tres estaciones Cerro del Vigia, Marmol y Las Labradas. (Fig. 1). Los muestreos se realizaron
desde octubre de 2017 hasta febrero de 2018 mensualmente.

Nota aclaratoria: El sitio Escolleras ubicado a 300 metros del centro UNAM Coordinacion de la
Investigacion Cientifica BASE DE OPERACIONES "EL PUMA", fue descartado durante el
transcurso de esta investigacion, debido a multiples alteraciones del medio por la colocacién de
escolleras de hormigén a lo largo de la zona, perdiéndose casi por completo el fragil ecosistema
que ahi existia antes de esa alteracion. Sin embargo, se presentan algunos resultados obtenidos de

Escolleras antes de la afectacion en la zona.
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Figura 1. Localizacion de las estaciones de muestreo en la zona costera de Mazatlan Sinaloa.

6.2. Descripcion de los Sitios de Muestreo

1) Cerro del Vigia

Se localiza entre 23°11°12.33” latitud norte y 106°25°29.77" longitud oeste a 3 kilometros del
puerto de Mazatlan Sinaloa. La zona de estudio estd influenciada por diversos factores
antropogénicos: la zona portuaria y la planta de tratamiento de aguas residuales “ el creston” se
encuentran ubicados a pocos metros de la estacion, ademas de ser una zona con alta afluencia
turistica y diversas viviendas alrededor, es considerada una zona con alta influencia antropogénica.
Aungue es una zona con pequefios acantilados y de oleaje fuerte durante la marea alta, es de facil

acceso durante todo el afio (Fig. 2).
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Figura 2. Estacion con alto imposex y afectaciones antropicas cercanas “Cerro del Vigia. A) y B)
Vista general mostrando las zonas rocosas y pequefios acantilados. C) Muestreo durante marea baja
en la zona intermareal. D) Pequefio grupo de organismos de P. pansa adheridos a las rocas durante
la marea baja.

2) Marmol

Se localiza en 23°29°08.05°’ latitud norte y 106°37°43.05” longitud oeste a 40 kilémetros del
puerto de Mazatlan Sinaloa, es un sitio que colinda con un pequefio pueblo conocido como Marmol
de Salcido, donde la actividad predominante en la region es la agricultura. En la zona de estudio
solo es posible acceder en condiciones de marea baja, debido al fuerte oleaje y predominantes
acantilados a lo largo de la playa. Es un lugar sin actividades portuarias cercanas y alteraciones

antropogénicas visibles (Fig. 3).
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Figura 3. Marmol. A) Estacion con alto imposex sin contaminacion aparente visible “Marmol”. B)
Pozas de marea. C) Fotografia compuesta en donde se aprecia el oleaje intenso a pesar de estar en
marea baja durante los muestreos.

3) Las Labradas

Se localiza en 23°37°11.79”’ latitud norte y 106°46°03.81 longitud oeste a 70 kilometros del puerto
de Mazatlan Sinaloa, forma parte del area natural protegida conocida como la Meseta de Cacaxtla.
Es una zona arqueoldgica protegida, debido a que se han encontrado petroglifos en las rocas lo
largo de la playa, es un sitio de facil acceso durante todo el afio, sin afectacion antropogénica visible

(Fig. 4).

Figura 4. Estacion con bajo imposex sin contaminacién aparente visible “Las Labradas”. A)
Petroglifos observados en las rocas a lo largo de la playa. B) Playa conformada de rocas basalticas
y pequefios nichos de mangle. C) Sitio de colecta de organismos de P. pansa. D) Las labradas es
una zona arqueoldgica perteneciente a la meseta de Cacaxtla.
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6.3. Determinacion de Imposex

La incidencia de imposex se determind conforme a la metodologia de Gibbs et al. (1987)
modificada por Dominguez-Ojeda et al. (2015). Consiste en la recoleccion organismos a lo largo
de la linea de costa en la zona rocosa intermareal, examinando in situ a P. pansa, los caracoles se
regresaron vivos a la zona intermareal dado que es una especie que se encuentra en la NOM-059-
SEMARNAT-2010. Por lo anterior, se contd con permiso SEMARNAT para colecta y estudios en
laboratorio (oficio SGPA/DGVS/04783/17).

Para calcular el indice de imposex por zona se utilizara la siguiente formula:

# hembras con imposex
= x 100

# hembras totales

6.4. Indice de Clasificacion del Pene (PCI) (HELCOM 2010)

El indice de clasificacion del pene (PCI) se basa principalmente en el grado de desarrollo del
pseudo-pene (Figura 5). Basado en el método de clasificacion de imposex en Buccinum undatum.
La caracterizacién de casos limite entre diferentes etapas es dificil y se basa en la experiencia del
observador. ElI PCI se calcula como el promedio de las etapas imposex en un grupo de

gasteropodos. Si el vaso deferente esta presente, el valor aumenta con 0.5.

PCI = X etapa de imposex de todas las hembras examinadas / numero de hembras.
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Figura 5. Caracterizacion de etapas imposex segun el indice de clasificacién del pene (PCI).
(tomado de Strand y Jacobsen 2002).

Objetivo particular 2. Identificar las posibles afectaciones del imposex mediante la
caracterizacion morfoldgica, histoldgica y molecular (RXR) de los organismos de Plicopurpura
pansa.

6.5. Caracterizacion Morfologica

Procedimiento:
1.- Colecta de P. pansa a lo largo de la zona intermareal utilizando la metodologia de Dominguez-
Ojeda et al. (2015) Figura 6.

- 3 A oo
Figura 6. procedimiento de colecta de organismos de P. pansa a lo largo de la zona intermareal
rocosa en distintas localidades costeras. A) P. pansa en su ambiente natural; B) Busqueda y colecta
de P. pansa en las oquedades de las rocas; C) Organismos de P. pansa colectados listos para realizar
biometria in situ.
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2.- La identificacion del sexo se realizd tomando dos caracoles y golpeando suavemente sus
conchas entre si, hasta que el cuerpo del organismo salga y se adhiera a la concha del otro caracol,
observando la presencia del pene en machos detrds del tentaculo ocular derecho, la ausencia de
éste en hembras morfol6gicamente normales y la presencia de una pequefia papila en hembras con

imposex Figura 7.

Figura 7. Procedimiento de sexado de organismos de P. pansa en cmpo. A) Sexado de organismos;
B) Técnica de sexado (golpear suavemente las conchas); C) Macho; D) Hembra morfoldgicamente
normal; E) Hembra con imposex.

3.-Se tomo el peso total de cada organismo vivo utilizando una balanza digital 0,01g. Figura 8.
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Figura 8. Pesado de organismos de P. pansa en campo

4.- Se tomaron los pardmetros biométricos de cada organismo colectado: largo total, ancho y alto
de la concha utilizando un vernier digital 0,05 mm Figura 9.

Figura 9. Toma de parametros biométricos de organismos de P. panéa. A) Largo; B) Anchoy C)
Alto.

5.- Al finalizar la biometria se reunieron todos los organismos en una cubeta con agua de mar y se
procedid a regresarlos a la zona intermareal, procurando esperar a que los organismos se
adhirierieran a la roca.

6.5.1. Relacion Longitud-Peso

Se calculd la relacion longitud - peso de 793 organismos de P. pansa colectados de los sitios Las
labradas, Marmol y Cerro del vigia utilizando la ley del cubo mediante la ecuacion (Cifuentes et
al; 2012):

W = alP
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Donde, W = Peso del gasteropodo (g), L = longitud total (mm), "a" es la interseccién de regresion

y "b" es la pendiente.

6.5.2. Factor de Condicion

El factor de condicién de Fulton (K) se calcul6 de acuerdo con la ecuacion:

W x 100

K=Wx100 3

Donde, W = Peso del gasteropodo (g), L = longitud total (mm).

6.6. Histologia de Imposex

Se realizd una caracterizacion histologica previa de gonadas hembras morfologicamente normales,
hembras con imposex y machos obtenidos de las localidades evaluadas, basado en los trabajos de
histologia sobre P. pansa reportados por Torres-Garcia et al. (2016) y Corona-Muiiiz (2006), para
obtener una histologia general y posteriormente se compard la histologia de gbnadas de hembras
morfoldgicamente normales y hembras expuestas recuperadas del experimento de trasplante.

Las muestras de gbénada colectadas se conservaron en solucién Davidson durante 24 horas y
posteriormente fueron transferidas a una solucion de etanol al 70% hasta su procesamiento
histoldgico. Se realiz6 una deshidratacion seriada en alcoholes de 70, 80, 96 y 100% utilizando
xilol como aclarante y embebi6 con parafina en un Histoembebedor Leica- Jung, USA en moldes
tipo casette (Tissue-Tek unicassette #4170-01). Se realizaron cortes de 5um con un micrétomo
rotatorio (Jung histocut #820) y se tifieron los tejidos utilizando la técnica de hematoxilina-eosina,
de acuerdo con lo establecido por (Bell & Lightner, 1988) y se montaron las ldminas usando

CYTOSEAL 60 y seco a temperatura ambiente Figura 10.
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El trabajo de histologia se realiz6 en el laboratorio de histologia de CIAD Mazatlan.

m.ﬂllllll A
;r L) B\

Figura 10. Procesamiento de muestras en el laboratorio de hlstologla de CIAD Mazatlan. A)
Histoquinette; B) Embebedor de parafina; C) Equipo para tincién secuencial de Hematoxilina-
Esosina-Floxina y D) Microtomo, microscopio 6ptico e imagen de muestras gonadales de P. pansa.

6.7. Expresion del Receptor X de Retinoides (RXR)

Las muestras para el analisis molecular se diseccionaron y fijaron in situ en tubos eppendorf de 1.5
ml con RNA later, se mantuvieron en condiciones de refrigeracion hasta su procesamiento.

Para determinar la expresion del RXR en P. pansa se disefiaron primers degenerados a partir de
secuencias conservadas de otras especies de gasteropodos disponibles en The National Center for
Biotechnology Information (NCBI), utilizando secuencias reportadas del RXR en Nucella lapillus
(GenBank: EU024473.1, EU024474.1), Thais clavigera (GenBank: AB594845.1, AB594846.1,
AY704160.1), utilizando el software PRIMER3 (Rozen y Skaletsky, 2000).

El ARN total se obtuvo de tejido gonadico proveniente de tres organismos de P. pansa: macho,
hembra y hembra con imposex, descritos en el apartado de analisis histoldgico y de hembras
trasplantadas recuperadas de los tres sitios costeros evaluados.

La extraccion se realizo con Trizol® (Invitrogen) segun el protocolo establecido por el fabricante.

Para eliminar contaminacion por ADN gendmico, las muestras se trataron con DNAsa | (Promega).
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1.

El RNA se mantuvo en condiciones de almacenamiento de -20°C para posteriormente ser utilizado
en analisis de PCR. La sintesis de ADNCc se llevo acabo a 45°C con 5 pg de ARN total, transcriptasa
reversa MMLV (Promega) y hexanucleétidos aleatorios (random primers).

Cuando la amplificacién ha terminado el ADN es visualizado por electroforesis en gel de agarosa
al 2 % en 30 ml buffer TAE (Tris-Acetato-EDTA) para visualizar los productos de PCR.
Posteriormente se afiadi6 0.5 pl de red gel y se dejo gelificar. Los geles se corrieron en una cdmara
electroforética (Thermo EC Minicell EC320) a 90 V, 150 mA durante 30 minutos y se visualizé en
un fotodocumentador Bio- Rad. El producto de PCR es de ~ 450 pares de bases.

6.8. Experimento de Trasplante

Procedimiento:

Se recolectaron 90 hembras morfoldgicamente normales de Plicopurpura pansa en las Labradas

(N=90); (conforme a lo descrito anteriormente en apartado de caracterizacion morfologica y se

realizaron biometrias in situ).

. Se recolectaron 90 hembras sin imposex, con un tamafio mayor de 18 mm, considerados como
organismos en edad reproductora (Naegel y Ludwig, 2004; Naegel y del Prado-Rosas, 2004).

. Se marcaron individualmente los caracoles con pintura (barniz de ufias) en una parte visible de la
concha (Ciocan et al., 2015; Wong et al., 2013).

4. El manejo de organismos en experimentos realizados en campo se llevd a cabo en base a trabajos

de trasplantes con gasteropodos similares reportados por Chapman, (1986); Rajasekharan y
Crowe, (2007). Para descartar problemas de manejo se utilizé un control de manipulacion (Las
labradas-Las labradas). El tratamiento experimental consistié en trasplantar hembras
morfolégicamente normales de Plicopurpura pansa de las Labradas a los sitios Cerro del vigia'y

Marmol considerados zonas contaminadas. El disefio experimental se describe en la Fig. 11.

5. Los caracoles se monitorearon mensualmente durante tres meses para evaluar el posible

desarrollo de imposex en los organismos trasplantados basado en estudios similares como los
realizados por Bighiu et al. (2017); Ho y Leung, (2016).
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sin imposex
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manipulacién

Figura 11. Disefio experimental utilizado en el trasplante de hembras morfologicamente normales
de P. pansa. L= las Labradas, M= Marmol, C= Cerro del vigia, monitoreo mensual durante tres
meses.

Objetivo particular 4. Reproduccion: Determinar si hembras de Plicopurpura pansa presentan

afectaciones en copula cuando desarrollan imposex.

6.9. Experimento de Reproduccion

Procedimiento:

1. Se recolectaron un total de 80 organismos de P. pansa procedentes de las localidades costeras
evaluadas. En los sitios Cerro del Vigiay Marmol se colectaron 6 hembras morfol6gicamente
normales, 6 hembras con imposex y 18 machos y en el sitio Las Labradas se colectaron 6
hembras morfol6gicamente normales, 2 hembras con imposex y 12 machos. Posteriormente
se realizaron biometrias in situ.

2. Los organismos se transportaron vivos en un recipiente con agua de mar al laboratorio
himedo en CIAD Mazatlan.

3. En cada pecera se colocaron dos hembras y tres machos (Fig. 12) para mantener una

proporcidn cercana a la observada en el campo (ver Cuadro 2).
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4. Las condiciones experimentales para promover la actividad se fijaron a 28 °C y aireacion
constante basados en Naegel y Aguilar-Cruz (2006); Naegel y Garcia-Dominguez (2006) y
en observaciones personales realizadas previamente en laboratorio.

5. En un principio se intent6 alimentar con trozos de calamar, pero P. pansa no consumio
alimento por una semana, por lo que se ofreci6 alimento vivo (quitones y lapas) cada dos dias
y observando que prefiere el alimento vivo.

6. Se realiz6 recambio de agua de los acuarios cada tercer dia, se utilizé agua salada durante el
experimento.

7. Los caracoles se observaron durante tres meses para registrar si los individuos con imposex
podian presentar copula bajo las condiciones de laboratorio: durante el dia se tomaron datos
observasionales diarios utilizando una bitacora, anotando se el numero de cépulas observadas
en cada pecera, asi como datos de alimentacion y comportamiento y por la noche se utilizd
como herramienta de apoyo un DVR y cdmaras de video para monitorear el comportamiento
nocturno de Plicopurpura pansa.

8. Para corroborar lo observado en laboratorio se realizaron observaciones en campo de copulas

de P. pansa mensualmente.

dopw smente mormiles Himbiss morfobgu imeats sarmilii Hembras morfologic smente sormales
d Q¢ dolleelfd e
d d 0‘
dg¢
o
d
Hembray con imposen

Figura 12. Disefio experimental para realizar el experimento de reproduccion con hembras de P.
pansa en condiciones de laboratorio.

Q = Hembra., d =Macho., g = imposex. M= Marmol; C= Cerro del Vigia; L= Las
Labradas; CT= control.
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7. RESULTADOS

Los resultados se presentan por secciones de acuerdo con los objetivos.

7.1. Incidencia de Imposex en el Gasterépodo Marino P. pansa en Diferentes Localidades
Costeras del Municipio de Mazatlan, Sinaloa.

En total se revisaron 793 caracoles, de los cuales 312 fueron hembras y solo 35 presentaron
imposex (Fig. 8A). Estas hembras masculinizadas se encontraron en las cuatro localidades
evaluadas, la estacion con la menor incidencia fue Las Labradas (3% de 89 hembras), mientras que
en las demas estaciones la incidencia fue mayor al 10% (Fig. 13B), en Cerro del Vigia se revisaron

107 hembras, en Marmol 56 y en Escolleras 60.

Lab Mar Cv Esc

Figura 13. Hembra de Plicopurpura pansa con Imposex. A) Hembra con imposex, el pseudo pene
se observa como una papila que sobresale justo detras del tentaculo ocular derecho. B) Incidencia
porcentual de imposex en cuatro localidades costeras de Mazatlan Sinaloa. Lab: Las Labradas,
Mar: Marmol, Cv: Cerro del Vigia, Esc: Escolleras.
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Las hembras con imposex colectadas de las cuatro localidades costeras, presentaban un pseudo
pene de un tamafio < 1 mm de longitud, de apariencia similar a una pequefia papila, ubicada detras
del tentaculo ocular derecho (Fig. 9A). No se observo evidencia de la formacion de un vaso
deferente visible en ninguna de las hembras con imposex colectadas. De acuerdo con las
clasificaciones vigentes de imposex utilizadas por OSPAR (2005) las caracteristicas del imposex
encontrado en P. pansa en las cuatro localidades costeras evaluadas estaria en categoria A,
indicando que no representa un peligro para la especie y para la zona, en relacion a la posible
evidencia de TBT en las zonas y se encontraria clasificado en la etapa 1 de imposex (Evidencia de
formacidn de un pene pequefio sin un conducto deferente, detras del tentaculo ocular derecho) bajo
la clasificacion de HELCOM (2010), lo que indica baja contaminacién de TBT en la zona o
resistencia de la especie en comparacion con otras que son mas sensibles a este tipo de compuestos.
Lo resultados sobre el diagnostico de imposex en las localidades costeras evaluadas se presentan

en la cuadro 4.

Cuadro 4. Clasificacion ecoldgica del imposex encontrado en Plicopurpura pansa de acuerdo a
los criterios de evaluacion ecologica de OSPAR 2005 y HELCOM 2010. Indice de vaso
deferente (VDSI); Indice de clasificacion del pene (PCI).

ran | swo | 09 | Pt | i | sEvcow

Jun. 07 Labradas 0 <1 A (Verde) 3.33

Jun o7 | Cemodel 0 <1 A (Verde) 16.82
vigia

Jun. 07 Escolleras 0 < 1 A (Verde) 11.67

Oct. 07 Marmol 0 <1 A (Verde) 12.50
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7.2. Caracterizacion Morfologica, Histoldgica y Molecular de Expresion de RXR

de los Organismos de P. pansa

7.2.1 Caracterizacion Morfoldgica

La longitud promedio de los organismos fue de 28.42+0.89 mm y la mayor variacion de tamafio se
observo en las hembras de Marmol (Fig. 14B). Se obtuvieron diferencias significativas entre
hembras de Las Labradas en relacion a los machos del mismo sitio y machos de marmol (p<0.001).
Las tallas observadas en las hembras de P. pansa presentaron promedios mayores en comparacion
con los machos en todos los sitios muestreados, siendo Marmol el sitio con la talla promedio mayor
(32.44+6.06 mm) y las tallas méas pequefias se encontraron en Las Labradas (29.38+5.50 mm) y
Escolleras (29.67+6.23 mm). La hembra méas pequefia se encontro en Las Labradas (13.32 mm) y
la hembra méas grande colectada se encontro en la estacion de Cerro del Vigia con una talla de
74.63 mm. Respecto a las tallas observadas en los machos, el sitio Cerro del Vigia presentd los
mayores promedios (28.43+3.88 mm) y Marmol las tallas mas pequefias (23.72+5.85 mm). El
macho mas pequefio se encontr6 en Marmol de 12 mm y el mas grande fue colectado en Las
Labradas de 55.71 mm. En los sitios Cerro del Vigia, Escolleras y Marmol se observé que las
hembras con imposex presentaban tallas promedio mayores que las hembras morfolégicamente
normales, mientras que en Las Labradas las hembras con imposex presentaron tallas promedio
menores que las hembras morfoldgicamente normales; sin embargo, al aplicar la prueba estadistica
de Wilcoxon entre las tallas promedio de hembras morfolégicamente normales y hembras con
imposex totales colectadas, no se encontraron diferencias significativas (P <0.001). ElI imposex
estuvo presente en hembras con tallas minimas de entre 23.81 mm y 26.30 mm vy tallas maximas
de entre 30.95 y 47.39 mm. Los resultados totales sobre las estructuras de talla encontradas en los

distintos sitios se presentan en la cuadro 5.
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Cuadro 5. Tallas del caracol Plicopurpura pansa por fechas de recoleccion en diferentes
localidades costeras de Mazatlan Sinaloa México.
LONGITUD (MM)

SITIO Fecha  Sexo N Media  Mmime Maximo CV (%)
Macho 111 | 2649406 1332 55.71 0.19
Hembra 89 |2038=530 13.86 3004 0.19
LASLABRADAS | Jun 17
Imposex 3 | 2022410 2381 30.95 0.16
Total 203 (2773336 1332 55.71 0.19
Macho 94 | 2601300 1453 36.65 1494
Hembra 60 |20.467=623 20.64 .13 21.00
ESCOLLERAS Jun. 17
Imposex 7 | 31.65=520 2410 38.88 1643
Total 161 [ 28.14=514 1453 .13 1800
Macho 209 |2B.43=388 15.61 42.3 13.65
Hembra 107 | 31.71=663 1490 74.63 2091
CERRO DEL VIGIA | Jun 17
Imposex 18 | 3404640 2477 47.39 1832
Total 316 | 20.73=332 1490 74.63 17.89
Macho 57 | 23.72£585  12.00 36.00 24 .66
) Hembra 56 |32.44=606 21.00 50.00 1868
MARMOL Oct. 17
Imposex 7 3315373 2630 431 1729

Total 113 [ 28.09=737 12.00 50.00 2624

n: ndmero de organismos; CV: coeficiente de variacion.

En general los organismos mas pequefios se encontraron en las Labradas con un peso promedio de
4.49+2.54 g y los mas grandes en Marmol con un peso promedio de 9.49+9.62 g (Kruskal-
Wallis=55.15, p<0.001), con diferencias significativas respecto a las hembras de la misma

localidad y los organismos del Cerro del Vigia (Fig. 14A). Las hembras de Plicopurpura pansa
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colectadas de Las Labradas, Escolleras y Cerro del Vigia fueron mas pesadas que los machos, con
un promedio de 5. 23+2.75 g en Las Labradas y 5.51+3.42 g en Cerro del Vigia. Sin embargo, los
machos y hembras colectados de Marmol representan a los organismos méas pesados de todas en
las estaciones muestreadas, siendo el peso promedio en hembras de 5.62+3.90 g y en machos de
13.24+11.95 g. Los machos menos pesados se encontraron en las Labradas y Escolleras con un
peso de 1 g y el macho mas pesado colectado se encontro en la estacion de Marmol con un peso de
34 g. La hembra menos pesada se colect6 de Cerro del Vigia con un peso de 0.50 g y la méas pesada
fue encontrada en Cerro del Vigia con un peso de 29 g.

Las hembras con imposex colectadas de Cerro del Vigia, Escolleras y Marmol presentaron pesos
promedio mayores que las hembras morfologicamente normales, con excepcion de las hembras
con imposex de Las Labradas que presentaron menor peso que las hembras morfoldgicamente
normales. El imposex estuvo presente en hembras con pesos minimos de entre 2y 3 g y pesos
maximos de entre 9y 18 g. Los resultados totales sobre las estructuras de pesos encontradas en los
distintos sitios se presentan en el cuadro 6.

El ancho promedio fue de 10.28 a 50 mm donde las hembras y las hembras con imposex
presentaron los valores mas altos (Fig. 14C), las diferencias significativas (KW=103.3, p<0.001)
se observaron entre hembras morfologicamente normales procedentes de Las Labradas en relacion
a hembras con imposex procedentes del mismo sitio (p<0.001), ademas de diferencias entre el
ancho de hembras morfoldgicamente normales de Marmol, Cerro del Vigia y hembras con imposex
del Cerro del Vigia (p<0.001).
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Cuadro 6. Pesos del caracol Plicopurpura pansa por fechas de recoleccion en diferentes
localidades costeras de Mazatlan Sinaloa México.

Peso (g)
Sitio Fecha Sexo n Media Mmime Miximo CV (%)
Macho 111 304223 1.00 14.00 36.60
Hembra 89 323275 1.00 13.00 32.58
Las Labradas | Jun. 17
Imposex 3 3331353 200 5.00 34.08
Totad 203 4402 54 1.00 14.00 36.57
Macho ™ 427185 1.00 11.50 43 63
Hembra 60 5.25£345 128 2320 6571
Escolleras Jun. 17
Imposex 7 537223 2.80 9.30 41.53
Totd 161 4 68261 1.00 2320 5577
Macho 209 4.7=1 84 1.84 13.00 3915
o Hembra 107 551342 030 20.00 62.07
Cerro del Vigia [ Jun_ 17
Imposex 18 7562418 300 18.00 35.20
Totd 316 500263 030 2000 31.67
Macho 57 13241195 1.8 34 00.26
Hembra 36 5.62=390 1.3 25 6940
Marmol Oct. 17
Imposex 7 5832320 25 13 34 80
Totad 113 0.40:0 62 1.3 34 10137

n: nimero de organismos; CV: coeficiente de variacion.
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Figura 14. Analisis morfométrico de Plicopurpura pansa: A) Peso; B) Largo; C) Ancho; D) Alto.
Lab: Las Labradas; Mar: Marmol; Cv: Cerro del Vigia; Esc: Escolleras; H: Hembra; I: Imposex;
M: Macho.
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La proporcion sexual H: M en las cuatro localidades costeras evaluadas fue variable, en Las
Labradas fue de 0.8:1, en Cerro del Vigia de 0.6:1, en Marmol de 1.1:1 y en Escolleras de 0.7:1.
Se realiz6 un ANOVA de dos vias entre los sitios y la proporcion sexual encontrada, no

encontrandose diferencias significativas entre sitios. Los resultados se muestran en el cuadro 7 y

figura 15.
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Cuadro 7. Cuantificacion de imposex en Plicopurpura pansa en los sitios de muestreo. Lab: Las
Labradas; Cv: Cerro del Vigia; Mar: Marmol; T: total; M: Machos; HN: Hembras normales; HI:
Hembras con imposex; HT: Hembras totales; P H: M: proporcion sexual macho: hembra; %]:
Porcentaje de imposex.

Fecha  Sitie (T) ) (HN) (HD HT PHM %I

Jun. 17 Lab 203 111 &9 3 92 081 333

Jun. 17 Cw ile¢ 209 107 18 125 06:1 1632

Jun. 17 Esc 161 o4 a0 7 67 0.7:1 11467

Oct. 17 Mar 113 57 56 7 63 1.1:1 1250
100%0
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Lab Mar Cv Esc

mMachos ®m Hembras

Figura 15. Proporcion de sexos global (acumulado) en Plicopurpura pansa en cuatro localidades
costeras de Mazatlan Sinaloa.
Lab: Las Labradas; Mar: Marmol; Cv: Cerro del Vigia; Esc: Escolleras.

El analisis morfométrico mediante componentes principales con la integracion de las cuatro
medidas evaluadas en todas las hembras, no indica que exista alguna diferencia entre las que

presentan imposex y las que no (Fig. 16).
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Figura 16. Analisis multivariado entre hembras con y sin imposex de los sitios Escolleras, Cerro
del Vigia, marmol y Las Labradas, no se observaron diferencias entre parametros morfométricos
en las hembras muestreadas. En rojo hembras con imposex y en negro hembras morfologicamente
normales.

7.2.2. Relacion Longitud-Peso

La talla promedio de los organismos de P. pansa encontrada en las localidades costeras evaluadas
fue de 12 a 74.63 mm. EIl tamafio promedio de las hembras con imposex oscil6 entre 23 'y 43 mm
de longitud, encontrandose los mas pequefios en las Labradas y los mas grandes en Marmol. Las
hembras con imposex y hembras normales de Marmol y Cerro del vigia presentaron tallas mayores
en relacion a los machos de Las labradas, marmol y Cerro del vigia p <0.0001. Los machos de Las
labradas y Marmol fueron mas grandes que los del cerro del vigia p <0.0001 los resultados se

muestran en la figura 17.
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Figura 17. Longitud promedio de organismos de P. pansa colectados de diferentes localidades
costeras de Mazatlan Sinaloa. HI: Hembras con imposex; HN: Hembras normales; M: Machos.

El peso de promedio total entre los organismos de P. pansa colectados en las cuatro localidades
costeras evaluadas estuvo entre de 4.49y 9.49 g.

El analisis estadistico no mostro diferencias significativas entre hembras con imposex y hembras
sin imposex en relacion al peso. Las hembras con imposex y las hembras normales de Cerro del
vigia fueron mas pesadas que los machos de Las labradas, Marmol y Cerro del vigia p <0.0001.
Los machos de Marmol fueron més pesados en relacion con los machos de Cerro del vigia p

<0.0001, los resultados se observan en la figura 18.
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Figura 18. Peso promedio de organismos de P. pansa colectados de diferentes localidades
costeras de Mazatlan Sinaloa. HI: Hembras con imposex; HN: Hembras normales; M: Machos.
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Los organismos de P. pansa en las tres zonas costeras evaluadas, tienen un crecimiento de tipo
alometrico negativo b<3, indicando que tienden a aumentar en peso, pero no asi en longitud, en
determinado momento. Las Labradas obtuvo una b= 2.33, Marmol b=1.15 y Cerro del Vigia 2.42.
Se observa que el valor mas cercano a b=3 es el sitio Cerro del Vigia y el valor mas bajo de “b” es
Marmol lo que implicaria que los organismos tienden a ser mas grandes en longitud, pero menos

pesados en comparacion con los demas sitios. Los resultados se observan en la grafical9.
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Figura 19. A) Relacion Longitud-peso en organismos colectados de P. pansa en Las Labradas. B)
Relacion Longitud-peso en organismos colectados de P. pansa en Marmol y C) Relacion Longitud-
peso en organismos colectados de P. pansa en Cerro del Vigia.

La relacion existente entre la longitud y el peso de los organismos se muestra en la figura 20. Se
observa que la curva que mejor se ajusta es de tipo potencial, con un valor de R? = 0.5951. El valor

de la pendiente de la relacion potencial es de b = 1.9697. El tipo de crecimiento que presenta la

o1



especie es del tipo alometrico negativo, lo que indica que los organismos incrementan su longitud

mMAs que su peso.
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Figura 20. Relacion longitud-peso de P. pansa. L- HI: Las labradas- Hembra con imposex; L-HN:
Las labradas- Hembras normales; L-M: Las labradas- Machos; M-HI: Marmol-Hembras con
imposex; M-HN: Marmol- Hembras normales; M-M: Marmol- Machos; CV-HI: Cerro del vigia-

Hembras con imposex; CV-HN: Cerro del vigia- hembras normales; CV-M: Cerro del vigia-
Machos.

7.2.3. Factor de Condicion

Se calcul6 el factor de condicion de 793 organismos de P. pansa en tres localidades costeras durante
los muestreos realizados en octubre y noviembre de 2017, los resultados presentan solo un

acercamiento al estado de salud de los organismos, dado que no se tiene datos de un ciclo anual
cuadro 8.
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Cuadro 8. Factor de condicion (K) calculado y K=3, de los sitios costeros evaluados. CV-HI: Cerro
del Vigia- Hembra con imposex; CV-HN: Cerro del Vigia- Hembra Morfol6gicamente normal;
CV-M: Cerro del Vigia Marmol; L-HI: Las Labradas-Hembra con imposex; L-HN: Las Labradas-
Hembra Morfol6gicamente normal; L-M: Las Labradas-Macho; M-HI: Marmol- Hembra con
imposex; M-HN: Méarmol-Hembra Morfol6gicamente normal y M-M: Marmol- Macho.

Prom kcale Desv kealc

Prom k=3 Desv k=3

CV-HI

CV-HN

CV-M

L-HI

L-HN

L-M

M-HI

M-HN

M-M

0.63164094
058379182
0.62835309
051525109
0.669734346
05832713

0.58001316
056218917

071674985

0.11772284

0.15255215

0.17479599

010989776

0.51059809

0.1846779

0.18317795

01859809

0.31050309

CV-HI

CV-HN

CV-M

L-HI

L-HN

L-M

M-HI

M-HN

M-M

0.01628755 0001676353

0.0166041 000284728

0.0204132 00076926

001788557 000368661

0.02292827 003332543

0.02035363 000827841

0.01619763 000484726

001593161 000484623

0.03256465 002580272

El factor de condicién calculado no mostro diferencias significativas entre los sitios evaluados,

salvo en los machos de Las Labradas y los Machos de Marmol (p >0.0001). Observando que los

machos de Marmol son més pesados y grandes en comparacion con los machos de Las labradas.

La grafica del indice de condicion calculado se observa en la figura 21.
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Figura 21. indice de condicion calculado en organismos de P. pansa durante 2017 en tres
localidades costeras de Sinaloa.
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7.3. Caracterizacion Histoldgica

Se analizaron un total de 52 goénadas de Plicopurpura pansa, cuyos intervalos de longitud
estuvieron entre 18.53 y 44.05 mm y un peso entre 2.15 y 15.14 g, de los cuales 10 corresponden
a machos y 42 hembras. Dentro de las hembras s6lo 10 corresponden a hembras con imposex y 10
hembras morfolégicamente normales. Se determind el estadio gonadico mediante estudios
histoldgicos reportados por Quiroz-Rocha (1992), Gonzalez-Flores (1997), Mufioz-Mancilla
(2003) y Corona-Muiiiz (2006).

Descripcion de la génada de P. pansa

La gonada de P. pansa se puede observar a simple vista en la diseccion, se encuentra en forma de
espiral junto con el hepatopancreas cubierto por el caparazon y presenta una coloracion amarillenta
en hembras y naranja en los machos.

Se realizaron cortes transversales de tejido gonadal, en los cortes histoldgicos se distingue un
epitelio cubico simple y tejido conjuntivo fibroso.

Ciclo gonadal de machos de P. pansa

Se procesaron 10 muestras de tejido gonadal de machos de P. pansa y se identificaron 3 etapas
gonadales que fueron: Etapa temprana, etapa de proliferacion y etapa de maduracion.

La gonada de los machos colinda con el hepatopancreas, esta delimitada por trabéculas de tejido
conjuntivo laxo, formando tabulos seminiferos, alrededor de los cuales se observa tejido gonadal
en donde se desarrollaran las diferentes células sexuales como espermatogonias, espermatocitos
primarios, espermatocitos secundarios y espermatozoides maduros (Fig. 22).

Etapa temprana

Los foliculos estan delimitados por tejido conjuntivo laxo en forma de trabéculas, se observa la
formacion de cordones seminiferos y carecen de lumen. Las células germinales que predominan
son espermatogonias y espermatocitos (Fig. 22A 'y 22B).

Etapa de proliferacién

En esta etapa se observa la predominancia de foliculos con lumen definido y la formacion de
cordones seminiferos, dentro de los tubulos seminiferos las células germinales empiezan a madurar

observandose la formacion de espermatocitos primarios y secundarios (Fig. 22C y 22D).
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Etapa de maduracion
Se observan espermatozoides maduros con flagelos bien desarrollados que cubren la totalidad del

foliculo y estan orientados hacia el lumen como indicativo tipico de su proxima expulsion (Fig.

23).

Figura 22. Génada masculina de P. pansa. A) Etapa temprana. B) Acercamiento al foliculo
masculino, ausencia de lumen y predominan espermatogonias. C) Etapa de proliferacion. D)
Acercamiento al foliculo masculino, se observa con detalle el lumen y cordones seminiferos,
algunos espermatozoides maduros y células germinales inmaduras. Tr: Trabéculas; Ts: Tabulo
seminifero; Et: Espermatogonias; Mb: Membrana basal; Cs: Cordones seminiferos; Ez:

Espermatozoides; Ec: Espermatocitos.
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Figura 23. Goénada masculina en etapa de maduracion. Ts: Tuabulo seminifero; Ez:
Espermatozoides.

Ciclo gonadal de hembras de P. pansa
En las 42 muestras de tejido gonadal de hembras de P. pansa, se identificaron 2 etapas gonadales
que fueron: Etapa de proliferacion y etapa de desove.
Etapa de proliferacion
Se observan foliculos bien delimitados por tejido conjuntivo laxo. Dado que P. pansa es un
organismo de desarrollo asincronico, se logré observar diferentes tipos de células germinales en un
mismo corte; sin embargo, se puede diferenciar claramente el estadio debido a la cantidad de
células germinales predominantes en el corte histoldgico (Fig. 24A).
En esta etapa la cantidad de foliculos aumenta, los ovocitos se encuentran en proceso de
diferenciacion, se observa la formacion de pequefias vesiculas de micro vitelo y citoplasma. Al
final de esta etapa se observan vesiculas de mayor tamafio que forman el macro vitelo como sefial
del inicio de la fase de maduracion (Fig. 24B).
Etapa de desove
En esta etapa se observa predominancia de ovocitos maduros, la hembra al desovar deja espacios
vacios dentro de los foliculos y como resultado el tejido conjuntivo se pliega. Debido a que P.
pansa se reproduce todo el afio, se pueden observar células germinales inmaduras como ovogonias,
los macréfagos se alimentan de los residuos dentro de los foliculos hasta dejar un espacio vacio
(Fig. 24C).

56



Figura 24. Gonada femenina de Plicopurpura pansa. A) Etapa de proliferacion predominan
ovocitos inmaduros, los foliculos estan delimitados por una capa muy fina de tejido conjuntivo que
separa la gonada del hepatopancreas. B) Etapa de proliferacion presenta asincronia celular, se
observan distintas células germinales, predominando ovocitos con macro y micro vitelo inmaduros
C) Etapa de desove, presenta foliculos y algunos con ovocitos maduros vacios y ovocitos
previtelogenicos. Op: Ovocitos previtelogenicos; Ovm: Ovocitos maduros; Me: Membrana
externa; F: Foliculos; Fv: Foliculos vacios; Tr: Trabéculas de tejido conectivo.

Ciclo gonadal de hembras con imposex de P. pansa

Se analizaron 13 muestras de tejido gonadal de hembras de P. pansa con imposex, todas las
hembras con imposex se encontraban en etapa de proliferacion.

En tejido gonadal de hembras con imposex colectadas de los sitios Las Labradas, Marmol y Cerro
del Vigia se puede observar un patron similar en todas las muestras, los foliculos no estan
delimitados claramente, en algunos casos se encuentra fracturado y presenta infiltracion celular,

se observa una menor cantidad de ovocitos en vitelogénesis, en algunas muestras se observan
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ausencia células germinativas en el epitelio germinativo y predomina un tejido conectivo
desordenado. No se encontr¢ evidencia de desarrollo de células germinales masculinas en ninguna
muestra de hembras con imposex (Fig. 25 B y C). ). Sin embargo, en comparacion con el tejido
gonadal de hembras colectadas en Las Labradas sin imposex, hay diferencias porque éstas tienen
los foliculos bien delimitados por tejido conjuntivo laxo en forma de trabéculas, los ovocitos en
vitelogénesis cubren en su totalidad el foliculo, se observa tejido germinativo bien delimitado,

ovogonias y ovocitos primarios (Fig. 25A).

Figura 25. Comparacion de gonadas femeninas de Plicopurpura pansa. A) Hembra
morfolégicamente normal en etapa de proliferacion colectada de las labradas, se observan
foliculos bien delimitados por el tejido germinativo, ovocitos en vitelogénesis homogénea. B)
Hembra con imposex en etapa de proliferacion colectada de Marmol, se observan foliculos,
infiltracion celular hacia ambos lados del limite entre el tejido germinativo y el espacio folicular,
mayor ausencia de ovocitos dentro de los foliculos y menor homogeneidad. C) Hembra con
imposex en etapa de proliferacion colectada del Cerro del Vigia, se aprecian alteraciones en la
forma y consistencia en las trabéculas de tejido conectivo, los foliculos parecen carecer tejido
germinativo, se observa heterogeneidad y menor densidad entre los ovocitos. Egn: Epitelio
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germinativo normal; Fn: Foliculo normal; Ovi: Ovocitos inmaduros; Ic: infiltracion celular; Ao:
Ausencia de ovocitos.

7.4. Expresion del Receptor X de Retinoides

En la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) se han reportado
dos isoformas de RXR en gaster6podos muricidos marinos correspondientes a Reishia clavigera
(AB 594845.1, isoforma 1) y (AB 594846.1, isoforma 2), Nucella lapillus (EU 024473.1, isoforma
a) y (EU 024474.1, isoforma b). La secuencia de RXR en Plicopurpura pansa se obtuvo disefiando
primers degenerados a partir de las secuencias de RXR en T. clavigera y N. lapillus reportadas en
NCBI y se lograron obtener dos isoformas (isoforma 1 de 900 pb e isoforma 2 de 915 pb). En el
cuadro 9 se presentan las secuencias de RXR reportadas en NCBI y las encontradas en
Plicopurpura pansa en este trabajo. (CIAD: Centro de Investigacion y Desarrollo A.C; NP: no

publicado).

Cuadro 9. Secuencias del receptor de retinoides X (RXR) reportadas en Gamban en especies de
gasteropodos muricidos marinos.

Genbank Especie Isoforma # de aminoacidos | Pares de base:
CIAD NP Pp_RXR1 299 900
Plicopurpura pansa
CIAD NP Pp_RXR2 304 915
EU24473.1 NI_RXRa 441 1934
Nucella lapillus
EU024474.1 NI_RXRb 446 1949
AB594845.1 Tc_ RXR1 442 1412
Thais clavigera
AB594846.1 Tc_RXR2 447 1427
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Los resultados de la expresion de RXR en gonada de Plicopurpura pansa muestra una
predominancia de la isoforma 1 en el 100% de las hembras muestreadas: Hembras
morfolégicamente normales, hembras con imposex, hembras trasplantadas y machos, en
comparacion a la isoforma 2 que solo fue expresada en una hembra morfolégicamente normal
proveniente de Cerro del Vigia y una hembra trasplantada de Marmol.

La isoforma 1 contiene seis polimorfismos en los nucledtidos 181, 202, 364, 757, 769y 877 y una
secuencia de 299 aminodcidos. La isoforma 2 contiene un polimorfismo en el nucle6tido 54, con
una insercion de 15 pb en el nucle6tido 460, y una secuencia de 304 aminoacidos.

En la figura 26 se presenta el alineamiento de nucle6tidos realizado a las dos isoformas de
Plicopurpura pansa encontradas en este trabajo y se enmarca con rojo el area en donde se encuentra

la insercion/delecion de 15 pares de bases en ambas isoformas.
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PpRXA-1 GATTGACATCAAGCCCEACATTTCCACCCTCAMTCCCCCTTCTTCCACACATCCAGRGTT [-1:]
PpRXR-2 GAT TR AT AAG CCCACATT T ACCCTCARTCCCCCTTCTTCCACACATL TAGRGTT &8

AR RS R R AR R AR R R R AR RR R AR R

PpRXR-1 CTCCTACCCAGGLTATCRAGGC ATGLCAGGCATOCCCARTTCTACACABGCCTCCCCAGG 128
PpRXA-2 CTCCTACCCAGGL TATGGAGGEATGCCAGGCATGCCCAGTTCTACACAGGCCTCCCCAGS 128

EER AL LR LR R PR L R R R R R L L L L L

PpRXR-1 TEGGCCCAACATGACCTCACCCCAGATGCACTCACCCACGTCCTCACTTGGC TCCOCCARL 139

PpRER-2 TEaEC A ATEACCTCACCCCAGATGCACTCACCCACGTOLTCACTTGRC TCOCCAAL 18a
EREEREEES R R AR AR R R R R R R R R

PpRXR-1 TATEATETETCTCAGCOCCACGOGEACCTCATCCCCAGECATECCTCATTCTGRACTTAG 248

PpRXR-2 TATGATGTGTCTCAGCCCCACGEEEACCTCATCCCCAGECATGCCTCATTCTGGACTTAG 248

LER AL LR LR R R R R R R L L L L L L

PpRXR-1 CAAGCACATCTGLECCATCTEOGEGEACCOAGCATCTGEARALCAT TATGECGTTTACAG L]
PpRXR-2 A AT TG CATC TGO GEGEACCOAGCATCTEEARANCATTATGECGTTTACAG iga

LR R R R R R R R L

PpRXER-1 TTGTEAAGEC TECARAGGGTTTTTCAARAGAAC AGT TCGCAAGRAC CTRACATACGLCTG £l

PpRER-2 TTaTGAAGEL TGCAAAGEETTTT TCAARAGAACAGT TCOCAAGEACCTGACATALGLLTG 368
FREFERRERFEF N NN FEFEF NN RS FR RN AR NN RN RN RN R

PpRXR-1 COGTEATEACAAGAACTOCATEATTEAC ARG LG CARCOCAATABATGTCAGTACTGOCE ale

PpRXR-2 COGTGATGACAAGAAC TECATGATTGAC ARGCGCCAGCGCAATAGATGTCAGTAC TGOS 418

LR LR R R L L R R R R R R R R L L L

PpRXR-1 CTACATGARATGTCT TRLCCAGGGCATGAAAAGGGAAGCTET 455

PPRXR=2 CTACATGAAATGTCT TGCCCAGGGCATGAAAAGGGAAGCATGT a8
LR LR R PR E LR R R R R R R R R P R

PpRXR-1 GEAGGAGAGGLAGCGOGETAAAGRAGAAGEEGEEA - - TEEEEAAGTBEAGAGCACCTOGRGT 513

PRRXR-2 GEAGGAGAGGCAGC 06T AAAGEAGAAGEE6GATEG66 - - ALGTGRAGAGCACCTCE6GC 538
AL AR LA LA L L L L L L L L) Ll LA R LA LA LR L R L L L

PpRER-1 GO A AGTEACATGCCTOTOEAGCAGATAC TEOATGCCOAGAT TG TATGOAACCCAAG 583

PpRXR=2 GLCAACAGTGACATGCCTETERAGC AGATACTGGATGCCEAGAT TG TGTGEAACCCAAG 598
B T T P T

PpRXR-1 ATCGACACCTATATTGATGCGCAGARAGAGCCAGTGACCAACATTTGCCAGGLAGCAGAL 543

PpRxA-2 ATCGACACCTATAT TEATGCGCAGARAGAGCCAGTGACCARCATTTECCAGECAGLAGAL 658
LI R LR LA TR LA L PR BTl ARl Ll Rl Ll LRl

PpRXR-1 AAACAGCTAT TCACTCTEOTOEAC TEOGLCAAGCOGATCCCTCACTTCAT TARARCTGCCG 7a3

PpRXR-2 AAACAGCTGTTCACTCTGETEGACTGEGLCARGCGRATCCCTCACTTCGTTGAACTGLCG 718
LLAL A LAt L LRl PRl Rl Rl Bl Attt Rl Lttt

PpRXR-1 T GGAGGATCAGGTCATTCTCCTOCGAGCAGE T TGRAATGAACTTCTGAT TERAGGCTTC 763

PpRXR-2 TG A AT AT AT TCTCCTOCGAGCAGE T TORAATCAACTTCTCAT TERARGCTTC 778
LA R R R R R P L R L R R R R R R R LR R R R L]

PpRXR-1 TCACACCGCTCCACGCAAGTGACAGACGECATCCTEC TEECCACGEEACTGLACGTGIAC B23

PpRXR-2 TCACACCOCTCCACGCAAGTEACAGACGECATCCTOCTAECCACORGACTGCACGTGLAC 838
AR RA LR R LR R R R LR R R R R R L L L R L L L )]

PpRXR-1 COCAGTTCAGCCCACCAGECAGGLGTCGECACCATCTTCAACCGCGTCCTGACAGAGLTG 883

PpRXR=-2 CECAGTTCAGCCCACCAGRCAGGLGTCGECACCATCTTCRACCGCGTCCTEACAGAGLTE 803
LR R R R R R e R L R R R R R R R R R R R R R R R R R L

PpRXR-1 GTGGLCAAGATGAAATC 8@

PpRXR-2 GTGECCAMGATGARATE 915

AR LR R LR LS B

Figura 26. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las dos isoformas de Plicopurpura
pansa encontradas. Se remarca en rojo una insercion de 15 pares de bases en la isoforma 2.
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En la figura 27 se presenta la alineacion de las secuencias de aminoacidos de las dos isoformas de
RXR en Plicopurpura pansa encontradas y se enmarca en rojo el sitio en donde se observa la

insercion/delecién de 5 aminoacidos en ambas isoformas.

Pp-RXR1 IDIKPOISTLNPPSSTHPGFSYPGYGGMPGMPSS TQASPGGPNMT SPQUHSPTSSLGSPT 60
Pp-RXR2 IDIKPOISTLNPPSSTHLGFSYPGYGGMPGMPSSTQASPGGPNMTSPQMHSPTSSLGSPT 50
Pp-RXA1 MMCLSPTGTSSPGMPHSGLSKHICAICGDRASGYHYGVYSCEGCKGFFKRTVRKDLTYAC 120
Pp-RXR2 MMCLSPTGTSSPGMPHSGLSKHICAICGDRASGKHYGVYSCEGCKGFFKRTVAKDLTYAC 120
Pp-RXR1 RDOKNCMIDKRQRNRCQYCRYMKCLAQGHKREAF ===~ /QEERQRVKEKGDGEVESTSGA 175
Pp-RXA2 RDOKNCMIDKRQRNRCQYCRYMECLAQGHKREAL LSSANQEERQRVKEKGDGEVESTSGA 180
Pp-RXR1 NSDMPVEQILDAE JAVEPKIDTYIDAQKEPVTNICQAADKQLF TLVDHAKRIPHFVELPL 235
Pp-RXR2 NSDMPVEQILDAEIAVEPKIDTYIDAQKEPVTNICQAADKQLF TLVDNAKRIPHFVELPL 240
Pp-RXA1 EDQVILLRAGHNELLIGGFSHRSTQVTDGILLATGLHVHRSSAHQAGVGTIFORVLTELY 295
Pp-RXR2 EDQVILLRAGHNELLIGGFSHASTQVTOGILLATGLHVHRSSAHQAGVGTIFORVLTELY 300
Pp-RXA1 AKMK 299

Pp-RXR2 AKMX 304

Figura 27. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de RXR obtenidas de la expresion de
clonas Plicopurpura pansa. Se remarca en rojo la insercion de 5 aminoacidos en la isoforma 2.

Al realizar el alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos entre las isoformas reportadas
en gasteropodos marinos en NCBI y las encontradas en Plicopurpura pansa en este trabajo, se
observo que ambas isoformas son expresadas en gasteropodos marinos.

En la figura 28 se presentan los resultados del alineamiento maltiple de las isoformas reportadas

en gasterépodos marinos.
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Figura 28. Comparacion de los residuos de aminoacidos de las secuencias de RXR de Plicopurpura
pansa (PpPRXR1 y PpRXR2) y las reportadas en otras especies de gasteropodos marinos, Thais
clavigera (TcRXR-1y TcRXR-2), Nucella lapillus (NIRXRa y NIRXRD). Los residuos idénticos
entre secuencias se presentan en fondo negro y los similares en fondo gris, los restantes en fondo
blanco. Se marcé en recuadro rojo el area correspondiente a las isoformas.

7.5. Exposicion de Hembras Morfol6gicamente Normales en Sitios Seleccionados de la Zona

Costera de Mazatlan.

7.5.1. Resultados del Experimento de Trasplante

Durante el primer mes de monitoreo se obtuvieron bajos resultados de recuperacién de organismos
cercanos al 30% en cada sitio, por lo que se realiz6 una segunda colecta en el sitio control y se

aumento la cantidad de organismos trasplantados para mejorar los resultados de recuperacién en
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los meses posteriores. Ninguna de las hembras trasplantadas desarrollo imposex después de 30,60
y 120 dias de exposicién y no se observé mortalidad en organismos trasplantados.

Las tasas de recuperacion de hembras marcadas fueron de 65 % en Las labradas, 40% en Cerro del
Vigia'y 50% en Marmol. Las labradas fue el sitio con mejor recuperacion de organismos marcados
con un total de 39 hembras trasplantadas recuperadas, las condiciones climaticas, la extension del
terreno y su irregularidad afectaron la recolecta en Marmol, siendo el sitio con la mayor pérdida de
organismos marcados, con solo 24 hembras trasplantadas recuperadas.

En la figura 23 se muestran los organismos recuperados en el transcurso de los tres meses del
experimento de trasplante. Los sitios Marmol y Cerro del vigia son los sitios con alta incidencia de
imposex, Las labradas es el sitio control, en el cual se colectaron y trasplantaron hembras del mismo
sitio para utilizarlo como control de trasplante y descartar errores de manipulacion en el

experimento de campo.

20 o
Bl Diciembre
15- Enero
B Febrero

-
[ =]
1

Organismos recuperados
n
]

o
l

Figura 29. Hembras de Plicopurpura pansa provenientes de Las Labradas recuperadas después de
tres meses de exposicion a sitios con evidencia de imposex (Mar: Marmol y Cv: Cerro del Vigia),
se utiliz6 un control de trasplante (Lab: Las Labradas).
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7.5.2. Caracterizacion Histologica de Hembras Trasplantadas

Los resultados muestran una predominancia de estadios inmaduros en todas las hembras
trasplantadas, aunque esta especie se reproduce todo el afio y es comudn encontrar diferentes estados
gonadales en la misma muestra, siempre predomina una sobre otra, en las muestras colectadas de
hembras trasplantadas a los sitios Cerro del vigia y Marmol se observé la predominancia de
ovocitos inmaduros previtelogenicos, vitelogénesis, una aparente variabilidad en el tamafio (no
medida en este estudio) y un alto grado de alteraciones histologicas principalmente en la
delimitacion folicular, deformidades en el tejido conjuntivo y tejido germinativo alrededor del
foliculo. En la figura 30 se describen las alteraciones histologicas encontradas en las hembras

trasplantadas.
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Figura 30. Comparacién de gonadas femeninas en etapa de proliferacion. A) Hembra
trasplantada a Las Labradas, se observan ovocitos inmaduros llenos de vitelo dentro de foliculos
bien delimitados, el tejido conjuntivo es homogéneo y consistente, se observan algunos rastros de
reabsorcién temprana de vitelo. B) Hembra trasplantada a Marmol con ovocitos vitelogénicos
y ovocitos primarios de mayor tamafio, se observan foliculos en mayor proporcién bien
delimitados, con aparente homogeneidad celular, algunos rastros de infiltracién celular y
reabsorcién del vitelo. C) Hembra trasplantada a Cerro del Vigia, se aprecian alteraciones claras
en la delimitacion folicular, el tejido conectivo es irregular y se encuentra fracturado, se observa
una gran cantidad de infiltracion celular y una alta reabsorcion del vitelo. Rv: Reabsorcién de
vitelo; Op: Ovocitos primarios; Ic: Infiltracion celular; Ff: Foliculo fracturado; Tc: Tejido
conectivo.
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7.5.3. Expresion de RXR en Hembras Trasplantadas

Se analiz6 la expresion de RXR en 30 organismos de P. pansa, tomando como referencia a machos,
hembras morfolégicamente normales y hembras con imposex colectados de los sitios evaluados.
RXR estuvo expresado en todos los sitios con alta incidencia de imposex, sin embargo, no se
expresé en todas las hembras trasplantadas. La mayor frecuencia de hembras trasplantadas que
expresaron RXR fue en Las Labradas, con un 60%, mientras que en Marmol fue de 50% y en el
Cerro del Vigia se registro 20 %.

El sitio Las Labradas presentd 60% de hembras expresando RXR, proporcion mayor a lo
encontrado en Cerro del Vigia, que fue el sitio con alta incidencia de imposex.

Por si misma, la frecuencia de hembras expresando RXR no indica una relacion directa con el sitio
de trasplante o el desarrollo de imposex, dado que tanto en hembras morfolégicamente normales y
hembras con imposex se encontro evidencia de la expresion de RXR, predominando la expresion
de la isoforma 1 la cual se encontrd en el 100% de las hembras analizadas, mientras que isoforma
2 solo fue encontrada en una hembra procedente del Cerro del Vigia, los resultados se presentan

en el cuadro 10.

Cuadro 10. Expresion del receptor de retinoides (RXR) en organismos de Plicopurpura pansa
colectados del sitio de referencia (Las Labradas) vs hembras de P. pansa colectadas de (Las
Labradas) y trasplantadas en (Cerro del Vigia y Marmol) durante tres meses.

Tratamiento Sitio Sexo #org RXR% Isoforma

Referencia Las Labradas Hembra 3 0

Referencia Las Labradas Macho 3 0

Referencia Las Labradas Imposex 2 0

Referencia Cerro del Vigia Hembra < 25 L
Referencia Cerro del Vigia Macho 4 0

Referencia Cerro del Vigia Imposex 2 0

Trasplante Las Labradas Hembra 5 60 |
Trasplante Cerro del Vigia Hembra 5 20 |
Trasplante Marmol Hembra 4 50 LI

# Org: numero de organismos; %RXR: Porcentaje de RXR expresado; Ref: Organismo de
referencia; Trasp: Organismo trasplantado; H: Hembra; M: Macho; I: Imposex.
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7.6. Posible afectacion en Cdpula en la Conducta Reproductiva por Imposex.

El objetivo de este apartado fue observar si existia alguna alteracion reproductiva en hembras con
imposex de P. pansa, teniendo como variable de respuesta el nimero de copulas y compararlo con
hembras morfol6gicamente normales; se registraron pocos datos al respecto, pero se recabaron

otros datos relevantes sobre el comportamiento de P. pansa en cautiverio.

7.6.1. Cépulas Observadas en Campo

Se realizaron observaciones periédicas en los sitios Las Labradas, Marmol y Cerro del Vigia, se
monitored el nimero de cdpulas de P. pansa en campo y se compard con las copulas observadas
en laboratorio obteniendo los siguientes resultados.

En campo, en los sitios monitoreados durante 3 meses los resultados fueron similares en cuanto al
numero de copulas totales observadas: 16 en Las Labradas, 15 en Marmol y 13 en Cerro del Vigia.
Marmol presentd mayor registré de cépulas durante diciembre y enero; mientras que en Las
Labradas se observaron 8 copulas en febrero, siendo de esta manera fue el sitio con mayor nimero

de copulas (Fig. 31).

" P
Figura 31. Observaciones en campo de copulas de Plicopurpura pansa en el sitio Las Labradas.
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7.6.2. Copulas Observadas en Laboratorio

Los resultados obtenidos demuestran que las hembras con imposex provenientes de Marmol y
Cerro del Vigia conservan la capacidad de copular, pero con una disminucién en el tiempo de
copulas con respecto a las hembras sin imposex. Se observo que en promedio las hembras sin
imposex duraban en cépula entre 48 y 36 horas y las hembras con imposex apenas llegaron a6y 8
horas (Fig. 32).

B 5N mposex

IMpOSEex

Tempo (h)

L M - C
Figura 32. Tiempo de copulacion de hembras de Plicopurpura pansa.

En la figura 33 se observan organismos de P. pansa con imposex en proceso de copula.
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Figura 33. Copula de hembras de Plicopurpura pansa. A) Hembra sin imposex de Marmol en
cépula. By C) Hembra con imposex de Marmol en copula. D) Hembra con imposex de Cerro del
Vigia en copula.
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Figura 34. Porcentaje de cdpulas de Plicopurpura pansa observadas en laboratorio y campo
durante el experimento de reproduccion. Lab: Las Labradas; Mar: Marmol; Cv: Cerro del Vigia.

7.6.3. Aspectos de Alimentacion

En principio se intento alimentar con pequefios trozos de calamar crudo como se reporta en algunas
investigaciones; sin embargo, después de una semana de observacion, Plicopurpura pansa no
consumid nada de este alimento proporcionado, por lo que se procedid a colectar pequefios
organismos vivos de la zona de estudio. Diariamente por la mafiana se alimenté con pequefios
moluscos gasteropodos conocidos como “lapas comunes” y ocasionalmente de “quitones”,
colectados de la zona intermareal en el Cerro del Vigia. La identificacion de las especies que se
utilizaron como alimento vivo a Plicopurpura pansa durante el experimento de laboratorio, fue
realizado por el Dr. José Salgado Barragan en el Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de la
Unidad Mazatlan. La metodologia consistio en agrupar a los organismos por similitud y
posteriormente identificarlos, se realizé un grupo de 14 ejemplares y se logro identificar las
familias Lottidae y Siphonariidae figura 35 y caracoles de la especie Nerita funiculata y un

poliplacéforo conocido como Chiton articulatus. figura 36.
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Figura 35. Lapas comunes y quitones identificados en el Cerro del Vigia. A) Lottia mesoleuca. B)
Siphonaria palmata. C) Siphonaria maura. D) Lottia strigatella. E) Lottia mitella. F) Lottia
strongiana. G) Lottia acutapex.

Figura 36. Caracol intermareal y poliplacoforo identificado. A) Nerita funiculate y B) Chiton
articulatus.
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Se observé que P. pansa se alimentd en condiciones de laboratorio durante la noche, los caracoles
inician una especie de reconocimiento previo del sitio donde se encuentra (pecera), desplazandose
a lo largo y ancho, con una velocidad calculada 5 m/h, hasta casi 7 m/h, con eventuales periodos
de descanso cada 15 minutos aproximadamente. Al localizar a su presa inicia un periodo de acecho
que toma alrededor de 1 a 3 horas dependiendo del tamafio de la presa y la distancia a la que se
encuentra, hasta acercarse completamente, cubriendo con su cuerpo a la presa, cuando esto sucede
segrega un poco de su tinte sobre la presa y posteriormente, en el caso de las “lapas comunes”, las
voltea para tener acceso al cuerpo blando y empieza a digerirlo durante horas (Fig. 37). Se calcul6
que el tiempo necesario desde la captura hasta la digestién completa del cuerpo blando de una presa
de alrededor de 0.5 g (incluyendo el peso de la concha) es de alrededor de 24 horas, mostrando que
después de comer tarda 2 dias para volver a cazar. En el caso de presas mas grandes como los
quitones el tiempo que necesita para comerlo completamente es de aproximadamente 48 h y en

ocasiones, la presa es compartida por varios caracoles.

Figura 37. Plicopurpura bans:a alimentandose de una lapa comun. A) En principio P. pansa se
coloca encima de su presa. B) posteriormente suelta tinte actuando como anestesiante y voltea a su
presa para tener acceso al cuerpo blando. C) La digestion completa de la presa puede llevar mas de
24 h,
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Después del primer mes de observacion se ajusto la cantidad de alimento diario, se considerd que
lo mejor era suministrar una lapa por organismo cada tercer dia y que esta debe de estar viva, ya

que al parecer P. pansa prefiere acechar y cazar a su presa.

7.6.4. Comportamiento y Desplazamiento

Se sabe que Plicopurpura pansa es un organismo de habitos nocturnos, durante el dia permanece
la mayor parte del tiempo adherido a las rocas més cercanas a la dindmica oceanica, entre fisuras,
protegido del sol y por la noche se dispone a cazar su alimento (Flores-Garza, 2004). En las
observaciones de laboratorio se pudo corroborar su comportamiento nocturno, mientras que
durante el dia P. pansa no presentaba ningin movimiento, siempre estuvo adherido a la pared del
acuario, sobre el nivel del agua, y cuando la temperatura aumentaba por arriba de los 30°C, éste se
sumergia.

La velocidad méxima de desplazamiento fue de 7 m/h durante la noche. En cada acuario se
colocaron tres parejas de P. pansa. En un principio se distribuyeron las parejas separadas alrededor

del acuario, aunque posteriormente se agregaron, como lo observado en el medio natural.
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8. DISCUSION

Desde su descubrimiento en los 70s el imposex ha sido relacionado con la presencia de
Tributil estafio (TBT) en el ambiente marino y a partir de su prohibicion a nivel mundial en 2008
por la Organizacion Maritima Internacional (IMO) en gran parte de Europa bajo distintos
protocolos internacionales como el de la Convencién para la Proteccion del Medio Ambiente
Marino del Atlantico del Nordeste (OSPAR), la Comision de Helsinki (HELCOM) por nombrar
algunos, el imposex es empleado como un método de monitoreo rapido, econémico y eficaz para
evaluar la calidad ambiental del ambiente marino en relacion a la concentracion de TBT y
subproductos de degradacion en el sedimento y monitorear la recuperacion de las zonas costeras
mas afectadas.

La presencia de imposex fue descubierta hace casi 50 afios y actualmente se pueden encontrar
innumerables articulos de investigacion sobre la presencia de imposex en alguna especie de
gasteropodo marino para determinar que en el sitio existe o existid contaminacion por algin
compuesto organoestafioso, aunque los resultados no demuestren presencia de TBT o algun
subproducto de degradacion; sin embargo otros trabajos no encuentran relacion entre la incidencia
de imposex y la presencia de compuestos organoestafiosos en el sitio. Existen estudios que
justifican el no analizar TBT en el ambiente (como en el caso de zonas en recuperacion), por
ejemplo el trabajo de Ayari et al. (2018) quienes utilizaron a Stramonita haemastoma para
determinar la incidencia de imposex en distintas zonas costeras del Mediterraneo y el Atlantico,
basandose en los criterios desarrollados por la OSPAR y Laranjeiro et al. (2018b) quienes a su vez
evaluaron el estado de la costa portuguesa después de 15 afios de la prohibicion del TBT utilizando
a Nucella lapillus y Nassarius reticulatus. Sin embargo, otras investigaciones han intentado
relacionar sus resultados con conjeturas vagas, tal es el caso de estudios como el de Grimon et al.
(2016), en donde se asume que el imposex encontrado en las islas Galapagos en diversas especies
de gasterépodos marinos es una clara indicacion de que existe contaminacion por TBT, a pesar de
no haberse medido ningln tipo de compuesto 6rganoestafioso y de ser una zona natural protegida
y alejada de actividades antropogénicas. De los resultados mas controversiales esta el de Strand et
al. (2006) quienes encontraron imposex en el Artico en Buccinum finmarkianum; sin embargo, el

analisis de compuestos organoestafiosos en el sedimento y en las muestras de tejido proporcion6
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valores por debajo del limite de deteccion analitica. En este sentido son necesarios nuevos enfoques
para investigar el tema del imposex, abiertos a explorar nuevas posibilidades del fenémeno, con el
fin de aportar nuevo conocimiento. Lo anterior debe tomar en cuenta que diariamente se producen
miles de nuevos compuestos quimicos (en 2015 el Chemical Abstract Service report6 haber llegado
a los cien millones de compuestos quimicos en el mundo), muchos con implicaciones en el

ambiente y a la salud humana todavia no evaluadas.

8.1. Incidencia de Imposex en el Gasterépodo Marino Plicopurpura pansa en Diferentes

Localidades Costeras del Municipio de Mazatlan, Sinaloa.

El estudio confirmo que las hembras de P. pansa con imposex colectadas de cuatro localidades
costeras de Mazatlan Sinaloa presentan un pseudo pene - una pequefia proyeccion del tejido,
practicamente una protuberancia, sin embargo en ninguna hembra se observo la presencia o
formacion de un vaso deferente visible, corroborando lo reportado por Dominguez-Ojeda (2015),
quien reporto que las hembras de P. pansa presentaban un pseudo pene de tamafio siempre menor
al de los machos, pero ninguna hembra con imposex presentd un vaso deferente visible.

En Europa existen protocolos de monitoreo como el de la comision OSPAR y HELCOM, las
especies de gasterépodos modelo para evaluar el imposex son Nucella lapillus, Nassarius
reticulatus, Buccinum undatum, Neptunea antigua y Littorina littorea, todas desarrollan un pseudo
pene y un vaso deferente en mayor o menor grado y esta relacionado a la alta sensibilidad de TBT
en el ambiente, sin embargo existen reportes de especies de gasterépodos en donde el indice del
vaso deferente no tiene una relacion con la concentracion de TBT en el medio; tal es el caso de
Marisa cornuarietis en donde se expuso a concentraciones de TBT de 50y 200 ng I* durante seis
meses y no desarrolld mas del estadio 3 en la clasificacién de imposex en ambas concentraciones,
lo que estaria indicando un bajo imposex (Schulte-Oehlmann et al., 1995); existen ademas
evidencias de que en Nucella lapillus (Oehlmann et al., 1988; 1991) Ocenebra erinacea (Oehhnann
et al., 1992) Hinia reticulata (Stroben et al., 1992b), Hinia incrassata, Buccinum undatum
(Stroben, 1994), Trivia arctica y Trivia monacha (Stroben et al., 1992a) ), a nivel histologico

el imposex desarrollado en estas especies en los estadios (1 a 4) mostraron las mismas estructuras
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anatémicas e histoldgicas que hembras morfolégicamente normales (estadio 0). En este sentido el
imposex encontrado en P. pansa parece no mostrar una relacion entre la concentracion de TBT y
el indice de vaso deferente (VDS); como lo demuestra Dominguez-Ojeda, (2014; 2015) en donde
en estudios en campo como no se logré observar un VDS en P. pansa y en laboratorio solo fue
visible en cortes histolégicos un vaso deferente no desarrollado en organismos expuestos a
concentraciones de 10 pug Sn/L of Tributyltin (TBTCI) durante seis meses.

Nuestros resultados sugieren que se deben hacer adecuaciones a los protocolos de la comision
OSPAR y HELCOM para determinar imposex en especies no modelo como Plicopurpura pansay
evitar generar interpretaciones erroneas sobre el grado de contaminacién en la zona.

Todas las estaciones muestreadas presentaron en mayor o menor grado imposex, hembras de P.
pansa colectadas de Cerro del Vigia y Escolleras presentaron incidencias de imposex,
encontrandose los mas pequefios en Las Labradas y los mas grandes en Marmol.

La alta tasa de imposex en las estaciones de Cerro del Vigia y Escolleras sugiere la presencia de
TBT o subproductos de degradacion en el ambiente como lo relacionaron Smith (1981), Gibbs y
Bryan (1986) y Gibbs et al. (1987) siendo ademas las zonas con mayor interaccion antropogenica,
ambas estaciones se encuentran cercanas a la zona portuaria, a la planta de tratamiento de aguas
residuales “El Creston” y es una zona con alta afluencia turistica, los resultados difieren de lo
reportado por Dominguez-Ojeda et al. (2015) en la zona del Cerro del Vigia en donde en 2009
encontrd una alta incidencia de imposex del 28%, similar al 17% encontrado en este estudio. Sin
embargo el haber encontrado imposex en 2017, implica que existe una fuente de contaminacion
actual, dado que se ha demostrado que la vida promedio de una hembra de P. pansa en condiciones
silvestres es de 3.5 afios como lo reporta Vazquez-Gil et al. (2004), por lo tanto ninguna de las
hembras colectadas por Dominguez-Ojeda en 2010 podrian haber sido colectadas en este estudio,
por otra parte Acevedo et al. (1996), Michel-Morfin et al. (2009) y Ramirez et al. (2003) estimaron
el crecimiento promedio diario de P. pansa es de 0.03 mm/dia en condiciones silvestres y 0.01
mm/dia en condiciones de laboratorio, utilizando tasas de crecimiento para caracoles entre 20 y 40
mm y asumiendo que después de 90 mm el crecimiento es nulo, sugiriendo ademas un crecimiento
diferencial segun la latitud, aumentando hacia el sur del pais y concluyendo que los estados de
Jalisco, Nayarit y Sinaloa presentan las mejores condiciones en cuanto a densidad de crecimiento;
los datos de longitud promedio obtenidos en este estudio de hembras con imposex en las distintas

localidades costeras obtenidos sugieren que la edad aproximada promedio de las hembras con
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imposex, en Escolleras es de 2.9 afios, Cerro del Vigia 3.2 afios, Marmol de 0.5 afios y Las Labradas
2.4 afos y que las hembras con imposex colectadas en el Cerro del Vigiay las Escolleras han estado
expuestas durante los Gltimos tres afios y podrian corresponder a las hembras mas longevas de las
estaciones muestreadas. De acuerdo a las estimaciones anteriores es probable una exposicion

reciente incluso en un periodo menor a un afio.

8.1.1. Imposex en Cerro del Vigia y Escolleras

El TBT es un compuesto que puede permanecer en la columna de agua durante 9 meses, para
después precipitarse al fondo marino y persistir hasta 15 afios, sobre todo en lugares cerrados como
puertos interiores o lagunas (Stewart y de Mora 1990; Sarradin et al., 1991). EI TBT solo puede
volver a la columna de agua cuando los sedimentos son removidos natural o artificialmente. Desde
2008, el TBT esta prohibido a nivel mundial (IMO 2005).

Nuestros resultados indican por lo tanto que el imposex encontrado en las estaciones Cerro del
Vigiay Escolleras podria ser provocado por eventos de contaminacion antropica, considerando que
P. pansa es un gasterépodo marino intermareal y no esta expuesto a los sedimentos de la zona, los
eventos de imposex pueden haber sucedido por la remocion de sedimentos en la zona portuaria
donde se realizan trabajos de dragado y pudo ser arrastrado hacia los sitios Cerro del Vigia y
Escolleras.

Por otro lado la planta de tratamiento de aguas residuales “El Creston” podria estar involucrada en
los eventos recientes de imposex en la zona, debido a los diversos reportes sobre el desborde de
aguas residuales a lo largo de los afios por estar rebasada en su capacidad en el manejo de residuos,
ademas de antecedentes sobre incumplir la norma Oficial Mexicana NOM-001-ECOL-1996, que
establece los limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales
en aguas y bienes nacionales y carecer del manejo apropiado de residuos en puerto de Mazatlan
(Lujan A. 2009; Ortega N. 2014; Ceballos N. 2016). Asi pues existen investigaciones que soportan
esta teoria ya que se ha encontrado una alta concentracion de compuestos androgénicos como Sa-
dihidrotestosterona (DHT), androsterona (ADR) (Kirk et al., 2002; Fan et al., 2011) y estrégenos

naturales como el P estradiol (E2; excretados en la orina), Estronas (E1), estrdgenos sintéticos
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como el 17 a-etinilestradiol (EE2; pildoras anticonceptivas), glucocorticoides como cortisona
(CRN) y progesterona (PGT) en los desechos tratados en las plantas residuales, (Chang et al., 2011;
Fan et al., 2011;Jarosova et al., 2014) lo que podria explicar los eventos de imposex si en la zona
no existiera presencia de TBT. Recientemente Zhou et al. (2019) se encontraron evidencia de
presencia de retinoides en efluentes de plantas de tratamiento de aguas en Hong Kong y consideran
la posibilidad de que gaster6podos marinos puedan ser afectados por este tipo de compuestos y

desarrollar imposex.

8.1.2. Imposex en Las Labradas y Marmol

Los resultados encontrados en las estaciones de Las Labradas y Marmol se diferencian de la
mayoria de los trabajos de imposex, que buscan relacionar la presencia de TBT en el medio en
zonas con alto trafico maritimo, ya que en el presente estudio ambas zonas estan alejadas de zonas
urbanas o zonas portuarias cercanas y no presentan contaminacion aparente. Notablemente en
Marmol (localizado a 40 km de Mazatlan) se observé una incidencia de imposex del 13%, superior
a lo encontrado en la estacion Escolleras que es un sitio afectado por diversos factores
antropogeénicos. Para Las Labradas, la incidencia de imposex fue de 3%, un porcentaje bajo. Estos
resultados son similares a los reportados en diversos estudios de imposex en los que no se pudo
relacionar la presencia de imposex con la presencia de TBT en la zona, como en los estudios
realizados por Strand et al. (2006); Grimon et al. (2016), lo que sugiere hipétesis alternativas sobre
la etiologia del imposex.

Marmol es un pequefio pueblo con una poblacion de 787 personas (INEGI, 2015), lo que reduce
las posibilidades de que el imposex esté relacionado con factores de tipo antropogeénico; sin
embargo, es una zona dedicada principalmente a la agricultura y ganaderia.

De acuerdo con lo reportado por CODESIN en 2017, en el municipio de Mazatlan del cual forma
parte Marmol, se produjeron alrededor de 507 toneladas de carne provenientes de ganado bovino,
porcino, ovino, caprino y una produccion agricola de 273, 934 toneladas.

En el caso de San Ignacio, el cual forma parte la zona de Las Labradas, se produjeron 258 toneladas

de carne provenientes de ganado bovino, porcino, ovino, caprino y de aves con una clara tendencia
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al alta y una produccidn agricola de 55, 419 toneladas.

En la ganaderia intensiva es comun adicionar nutrientes extras al alimento, usando quimicos
organicos enddgenos, incluidas las hormonas estrogénicas y androgénicas (Soto et. al., 2004;
Johnson, 2006). Derby et al. (2011) y Zhang et al. (2019) han encontrado la presencia de diversos
compuestos androgénicos como: Androsterona (ADR), Testosterona (TTR), 17a-Boldenona (17a-
BOL), Metil testosterona (MT), androstenediona (ADD), Epi-androsterona (EADR), estrogenos
como 17p-estradiol y estrona, progestagenos y glucocorticoides en el estiércol de cerdos y aves
cultivados en granjas en China. En el caso del ganado vacuno se han encontrado rastros de acetato
de 7B-trembolona (TBA) una hormona esteroide androgénica sintética administrada para promover
el crecimiento, por tanto, este tipo de compuestos al llegar al suelo en forma de estiércol se puede
lixiviar y contaminar el suelo, los acuiferos, y por este medio llegar a la zona costera. Por otro lado,
la agricultura utiliza diversos productos quimicos como fertilizantes y pesticidas en los cultivos,
algunos de los cuales tienen actividades como alteradores endocrinos (Camino- Sanchez et al.,
2016) que potencialmente pueden producir alteraciones como el imposex (André et al., 2019;
Wong et al., 2019; Mnif et al., 2011; Broséus et al., 2009). Asi, considerando los resultados de este
trabajo y los antecedentes sobre compuestos quimicos con capacidad androgénica se puede
hipotetizar que el imposex registrado en Marmol puede estar relacionado con alteradores diferentes
al TBT, ya que este sitio no se encuentra cercano a zonas portuarias.

Las Labradas, por otro lado, se encuentra dentro el area natural conocida como la meseta de
Cacaxtla con una extension total de 50 mil hectareas y menor incidencia de factores antropogénicos
(incluyendo agricultura y ganaderia como en el caso de Marmol). Algunos estudios han propuesto
que el imposex se puede presentar por otros factores, sobre todo cuando se presenta en niveles
bajos. Schulte-Oehlmann et al. (1995) describen el imposex desarrollado en Marisa cornuarietis
como bajo e independiente de la exposicion a TBT por lo que sugieren esta especie desarrolla
imposex natural. Spooner et al. (1991) plantea al estrés experimental como un factor causal en el
desarrollo del imposex en gasterépodos, observando que al exponer a narcotizacion continua con
cloruro de magnesio a Nucella lapillus se desarrolla imposex. Asi mismo, Yinhan Gong et al.
(2014) encontraron evidencia de que especies de fitoplancton (Gymnodinium catenatum,
Prorocentrum minimo, y Alexandrium leei) productoras de mareas rojas en la zona de Singapur
producian fitotoxinas que presentaban actividad androgénica, mientras que Fibrocapsa japonicay

Chattonella marina mostraron fitotoxinas con una alta actividad estrogénica; esta Ultima produjo
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un incremento significativo de la proliferacion de células de cancer de mama humano (MCF-7) a
una dosis de 1 ng/ ml tomando el rol de un carcinogénico. En el contexto del presente estudio el
imposex tanto en Marmol como en Las Labradas pudiese estar relacionado potencialmente a la
presencia de mareas rojas que se presentan de manera coman, aunque estacional, en la zona.

En las costas de Mazatlan Sinaloa existen evidencias claras sobre la presencia de “mareas rojas”,
las cuales se presume son estacionales y estan relacionadas a surgencias en invierno-primavera y
por fendmenos como “El Nifo” (Cortés-Altamirano et al., 1995; Ochoa, 2003), con amplios
estudios desde los afios 80s, después de que la especie Gymnodinium catenatum provocara una
gran mortandad de invertebrados marinos e intoxicacién en seres humanos en las costas Sinaloa
(Mee et al., 1986).

Las especies que han sido identificadas en estos eventos de proliferaciones algales han sido:
Prorocentrum balticum, Prorocentrum mexicanum, Prorocentrum donghaiense, Prorocentrum
triestinum, Prorocentrum compressum, Ceratium furca, Mesodiniumrubrum, Gymnodinium
sanguineum, Gymnodinium catenatum, Gymnodinium instritatum, Cochlodinium polykrikoides,
Akashiwo sanguinea, Scrippsiella trochoidea, Mesodiniumrubrum, Noctiluca scintillans, Pseudo-
nitzschia pseudodelicatissima, Protoperidinium quingquecorne, Triposbalechii, Pentapharsodinum
trachodium, Tripos furca, Gonyaulax turbynei, Heterosigma akashiwo, Chattonella marina,
Chattonella ovata, Margalefidinium fulvescens, Margalefidinium polykrikoides, Trichodesmium
erythraeum, Polykrikos kofoidii, de las que se han reportado toxinas nocivas como: toxinas
paralizantes (Saxitoxina), diarreicas (Acido okadaico), amnésicas (Acido domoico), neurotdxico
(Brevetoxinas), neurologico y gastrointestinal (Ciguatoxina) y veneno por Azaspiracidos
(Manrique & Luna-Soria, 1995; Altamirano y Rodriguez, 1997; Altamirano, Duran y Gomez-
Aguirre, 1999; Coats y Park, 2002; Cortés-Altamirano Cortés- Altamirano y Sierra-Beltran, 2003;
Ochoa, J. L. 2003; Rodriguez, 2004)

En este estudio se observo que en general las hembras con imposex colectadas de Cerro del Vigia,
Escolleras y Marmol presentaban pesos y tallas promedio mayores que las hembras
morfoldgicamente normales. Dichos resultados son similares a lo reportado por Otegui et al. (2019)
en dos especies de gasterépodos marinos, en donde encontré que hembras de Leucozonia nassa y
Stramonita brasiliensis afectadas por imposex eran mayores a las hembras y los machos sanos,
sugiriendo que las hembras afectadas por imposex adquieren cierta plasticidad que les permite

superar los efectos de otros factores estresantes ambientales y proponen el estudio de parametros
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morfolégicos como una alternativa efectiva, rdpida y de bajo costo para monitorear la
contaminacion de organismos marinos. Como dato relevante el imposex de Las Labradas parece
ser diferente, ya que las hembras eran méas pequefias y menos pesadas que en los demas sitios,
ademas de ser un sitio con baja prevalencia de imposex y con condiciones ecoldgicas adecuadas
para la especie, aunque por el tamafio de muestra colectado no se observaron diferencias

significativas del imposex entre sitios.

8.2. Caracterizacion Morfol6gica, Histoldgica y Molecular (RXR) de los Organismos de

Plicopurpura pansa.

8.2.1 Caracterizacion Morfoldgica

La proporcion sexual (PS) Hembra: Macho (H: M) en P. pansa fue variable en las cuatro
localidades costeras evaluadas, siendo Las Labradas y Marmol los sitios con la PS mas balanceada
(0.8:1y 1.1:1 respectivamente). Estos resultados se asemejan con lo reportado en poblaciones de
P. pansa en Guerrero (0.7:1; 1:.8; 0.8:1) por Flores-Rodriguez (1995) y Flores-Garza et al. (2007),
en Oaxaca (1:1) por Naegel (2006) y en Baja California Sur (1:0.8) por Ramirez-Rodriguez y
Naegel (2003). En este sentido, Las Labradas y Marmol son sitios con aparente baja perturbacion
antropogénica, con alta disponibilidad de alimento, por lo que se pueden considerar ambientes
ecologicamente adecuados para la especie.

Los sitios que presentaron las PS mas divergentes de la proporcién 1:1 fueron Cerro del Vigia
(0.6:1) y Escolleras (0.7:1). La mayor proporcién de machos coincide con lo reportado por
Acevedo-Garcia y Escalante (1993) y Enciso et al. (1998), con PS de 0.7:1, 0.8:1y 1:1.2 en costas
de Mazatlan Sinaloa. Otros estudios en el Pacifico mexicano también reportan mayores
proporciones de machos de P. pansa (Holguin, 1993; Acevedo et al., 1996).

Los resultados indican que, en las cuatro localidades costeras evaluadas, las poblaciones de P.
pansa se encuentran dentro de los valores normales reportados en la literatura. Sin embargo, estos

estudios no incluyen al imposex como variable, la cual podria influir en las poblaciones silvestres
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y podria explicar la variabilidad en las proporciones sexuales observadas en campo.

Dentro del contexto de este trabajo, el imposex en la zona cercana al Cerro del Vigia habia sido
reportada por Dominguez-Ojeda (2015) en 28% en 2010 y habia encontrado una PS de (1.1:1) en
una muestra de 675 organismos. Sin embargo, los resultados de PS en este trabajo se encontrd una
variacion de la PS en la zona con 0.6:1 y un imposex del 12%, lo que parece indicar una relacion
entre imposex y una menor proporcion de hembras, sugiriendo una posible alteracion reproductiva
en las zonas con mayores impactos por factores antropogénicos, como la zona portuaria, la planta
de tratamiento de aguas “El Creston”, agricultura, entre otros.

La talla promedio de los organismos de P. pansa encontrada en las cuatro localidades costeras
evaluadas fue de 12 a 74.63 mm. En diversos estudios de P. pansa a lo largo del Pacifico mexicano
se han reportado las tallas entre 10.5 y 27 mm en Guerrero (Flores-Garza et al., 2007) y valores
mayores a 20 mm en Oaxaca (Acevedo y Hernandez, 1988), Jalisco (Leon, 1989), Nayarit
(Acevedo et al., 1990) y Mazatlan, Sinaloa (Enciso et al., 1998). En el presente estudio la poblacion
de P. pansa en Marmol presento tallas mayores en comparacion con los demas sitios, mientras que
Las Labradas y Escolleras presentaron organismos mas pequefios. Ramirez-Rodriguez y Naegel
(2003) sefialan que las tallas disminuyen con el incremento a la latitud y estan relacionadas a las
condiciones ambientales de la zona, sefialando que la diferencia de tallas también puede estar
influenciada por el nivel de afectacion antropogénica en la zona. Por otra parte, Koch y Wolff
(1996) mencionan que especies como P. pansa que habitan en la zona intermareal, presentan
mecanismos fisiologicos que le permiten adaptarse a ambientes extremos, por lo que la zonacion
de tallas puede estar influenciada por la disponibilidad de alimento, la depredacién, las zonas de
proteccion, entre otros factores. Asi, se puede inferir que Marmol posee las condiciones
ambientales mas favorables para el desarrollo de P. pansa, mientras que Cerro del Vigia y
Escolleras las menos favorables. En contraste Las Labradas presentd tallas pequefias a pesar de ser
un sitio aparentemente favorable para su desarrollo, por lo que se necesitan estudios ecoldgicos
adicionales que estimen la densidad de organismos en la zona para saber si P. pansa en Las
Labradas sigue un patron de alta densidad de organismos y tallas pequefias como lo han reportado
Flores-Garza et al. (2007, 2012) y Flores (1995) en otras zonas costeras de México.

El peso promedio total entre los organismos de P. pansa colectados en las cuatro localidades
costeras evaluadas fue entre de 4.49 y 9.49 g, Las Labradas fue el sitio con organismos de menor

peso y Marmol presentd los organismos de mayor peso, en todos los sitios se encontraron
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coeficientes de variacion (CV) mayores al 30% en relacion al peso, lo que indicaria organismos
con pesos heterogéneos, diferentes edades o diferentes grados de desarrollo ya que cambios en el
peso pueden indicar etapas de desarrollo diferentes como lo sefiala Ehrhardt (1981), asi Méarmol
fue el sitio con el mayor CV con 90.26% en machos y 69.40% en hembras, lo que estaria indicando
que los organismos de este sitio en particular estarian siendo afectados por algin proceso dinamico
de la zona como época de desove, migracion, disponibilidad de alimento etc, de acuerdo a lo
observado por Flores-Garza et al. (2007) en organismos de P. pansa en costas de Guerrero. Como
evidencia previa se encontrdé una incidencia de imposex de 12.5% en Marmol mayor que lo
encontrado en el sitio Escolleras 11.67% la cual es una zona con alta afectacion antropogenica; sin
embargo, para determinar esto se necesitan estudios ecologicos en la zona y determinar si existe

algun evento natural o antropogénico que afecte al sitio.

8.2.2. Caracterizacion Histoldgica

En general la estructura de la gonada de P. pansa tanto en machos como hembras fue semejante a
lo reportado por varios autores sobre esta especie Quiroz-Rocha (1992); Gonzalez-Flores (1997);
Mufioz-Mancilla (2003); Corona-Mufiiz, 2006) y similar a la disposicion de 6rganos reproductores
y Organos sexuales en otras especies de la misma familia de muricidos como Nucella lapillus,
Littorina littorea y Ocenebra erinacea (Fretter, 1980; Soliman, 1987; Fretter y Graham, 1994;
Voltzow, 1994).

La colecta de organismos se realizé entre octubre y noviembre de 2017 y febrero de 2018. En
machos se identificaron tres etapas gonadales: etapa temprana, etapa de proliferacion y etapa de
maduracion. En hembras se identificaron etapa de proliferacion mayoritariamente y etapa de
desove.

Nuestros resultados indican que los estadios inmaduros de P. pansa en zonas costeras de Sinaloa
predominan entre octubre y febrero, similar a lo reportado por Gonzélez-Flores (1997) en zonas
costeras del norte de Sinaloa, en donde observéd que los estadios tempranos y de proliferacion
ocurren entre septiembre y octubre, pero pueden extenderse hasta diciembre. Por otra parte, Quiroz-

Rocha (1992) en Nayarit, report6 que de diciembre a enero los machos de P. pansa estan en etapas
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mayormente inmaduras. Dado que P. pansa es un organismo con desarrollo gonadico asincronico,
es comun encontrar distintos estadios gonadales, pero con predominancia de uno sobre los demas.
Asi, en este estudio se encontro6 evidencia de machos en etapa de madurez en los meses de octubre
y noviembre, aunque se ha reportado que estos estadios predominan de agosto a septiembre.
Acevedo-Garcia et al. (1993) de igual modo observaron que las hembras de mas de 20 mm ponen
capsulas ovigeras entre diciembre y septiembre. Sin embargo, en los muestreos de campo y los
monitoreos mensuales realizados en este estudio no se observaron puestas de capsulas ovigeras en
ninguno de los sitios evaluados, aunque si se observaron cdpulas entre diciembre y febrero, lo que
podria indicar un desface estacional en las zonas costeras de Mazatlan.

Este es el segundo trabajo que aborda la estructura histoldgica gonadal de P. pansa en Mazatlan,
Sinaloa. EIl primero fue realizado entre 1993 y 1995 por Gonzalez-Flores (1997), en los sitios de
Paseo del Centenario, Isla P4jaros y Punta Cerritos, observandose madurez entre marzo y julio, la
etapa de desove entre mayo y julio, el proceso de reposo o reabsorcion durante septiembre y octubre
y la etapa de proliferacion durante todo el afio.

En base a lo reportado en este estudio se considera que el hecho de que en Cerro del Vigia se haya
observado una predominancia del estadio de proliferacion en hembras, aunado a la proporcion
sexual H:M 6:1 y un imposex del 17%, con antecedentes previos de H:M 1.1:1y un imposex del
28% en esta zona reportado por Dominguez-Ojeda (2015), un coeficiente de variacion del 62% en
relacion al peso y un 20.91% respecto a su longitud, sugiere que la poblacion de Cerro del Vigia
esta siendo afectada por algun evento presumiblemente antropogénico, que provoca que gran parte
de las hembras del sitio tengan alteraciones histoldgicas evidentes, como foliculos rotos,
infiltracion celular visible y tejido conectivo laxo deforme, lo que implicaria una baja tasa de
hembras en etapa de maduracion y por ende una disminucion en la poblacion a lo largo del tiempo.
Ademas, el hecho de la alta variacion en el peso, y no asi en las tallas, también sugiere que las
hembras ocupan sus reservas energéticas para producir gametos, sacrificando crecimiento, lo que
fortalece la hipotesis de que esta poblacion en particular estd bajo eventos antropogénicos que
ponen en riesgo la sobrevivencia de la especie en la zona. Sin embargo, para corroborar esta esta

hipétesis es necesario realizar estudios eco toxicoldgicos mas profundos.
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8.2.3. Caracterizacién Molecular

El &cido retinoico (RA) desempefia funciones importantes en la proliferacion, diferenciacion y
desarrollo de células en vertebrados (Ross et al., 2000), tiene efectos pleiotropicos (fendmeno por
el cual un solo gen es responsable de efectos fenotipicos o caracteres distintos y no relacionados),
a través de dos clases de receptores nucleares, receptor de cido retinoico (RAR) y el receptor X
retinoide (RXR) (Blumberg et al., 1997; Chambon, 1996).

RAR se activa mediante el acido todo-trans-retinoico (ATRA) y el acido 9-cis-retinoico (9cRA)
heterodimerizados con RXR, mientras que RXR solo se activa con 9cRA (Bastien y Rochette-Egly,
2004). En vertebrados, se han reportado tres isoformas de RAR a, B, vy y tres isoformas de RXR a,
B, v.

La caracterizacion de RXR en gasterépodos marinos es aun limitada, pero los estudios realizados
sugieren que especies de esta familia de muricidos presentan 2 isoformas, que difieren en una
insercion o delecion de cinco aminoacidos. Actualmente existen reportadas en la base de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI), dos isoformas de (RXR) obtenidas de tres
especies de gasterépodos marinos Thais clavigera ((TcCRXR1 yTcRXR2) Urushitani et al., (2011),
Nucella lapillus (NIRXRa y NIRXRDb) Castro et al., (2007) y Babylonia japonica (BjJRXR1 y
BjRXR2) Urushitani et al., (2018). En este estudio se lograron identificar dos ADNc que codifican
el RXR de P. pansa denominados como isoforma 1 (Pp-RXR1) obtenidas de hembras
morfoldgicamente normales y trasplantadas y la isoforma 2 (Pp-RXR2) obtenidas de una hembra
morfoldgicamente normal colectada del sitio de Cerro del Vigia y de una hembra trasplantada de
Marmol. Ambas isoformas tienen una alta similitud con las reportadas en otros gasteropodos
marinos.

Nuestros resultados sugieren que las isoformas encontradas en este estudio podrian ocurrir por
splicing alternativo en la T-box, como se ha reportado en Nucella lapillus y Thais clavigera (Castro
et al., 2007; Urushitani et al., 2011; Urushitani et al., 2018). En Thais clavigera la isoforma 2
(TcRXR2) tiene una insercidon de 5 aminoacidos y presenta menor actividad en comparacion con
la isoforma 1 (TcRXR1). Se conoce que la T-box es esencial para la formacién del complejo
homodimero RXR en repeticiones directas (DR1), en la formacion de otros complejos

heterodimeros e influye en la respuesta hormonal en interacciones con RXR (Rastinejad et al.,
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2000; Zhao et al., 2000). El analisis filogenético mostr6 que los homologos de RXR forman un
grupo monofilético agrupadas en racimos, donde las isoformas de P. pansa estdn més relacionadas
a las de Thais clavigera y las isoformas de Nucella lapillus muestran mayor distancia genética entre
las especies evaluadas.

La Pp-RXR -1 tiene una secuencia parcial de 299 aminoéacidos. Es una secuencia mas corta en
comparacion con TcCRXR1 con 442, NIRXRa con 441 y BjRXR1 con 442 amino&cidos, Urushitani
et al. (2011) observé en Thais clavigera que la induccién de la actividad transcripcional de
TcRXR1 es causada por 9-cis &cido retinoico (9cRA), cloruro de tributilestafio (TBTCI) y cloruro
de trifenil estafio (TPTC1), pero no por el acido docosahexaenoico (DHA), un ligando natural en
los mamiferos (Ulven et al., 2001; Werner y De Luca, 2001).

La Pp-RXR2 tiene una secuencia parcial de 304 aminoéacidos, diferente a lo reportado en TcCRXR1
con 447 y NcRXR2 con 446; sin embargo, todas tienen una insercion de 5 aminoacidos adicionales.
Nishikawa et al. (2004) y Urushitani et al. (2011) reportan la transcripcion dependiente de 9-cis
acido retinoico (9cRA), donde TcRXR2 produce una proteina con cinco aminoacidos adicionales
y ésta era expresada en menor medida que TcCRXR1; pero cuando TcRXR2 esta sobre expresada,
TcRXR1 disminuye su transcripcion. Se ha observado que esta insercion de aminoacidos provoca
un cambio en la capacidad de respuesta del receptor de la ecdisona (ECR) en el cangrejo violinista
(Hopkins et al., 2008) y en el camaron los patrones de expresion de las isoformas de RXR difieren
a lo largo del ciclo de muda dependendiendo de la presencia o ausencia de los cinco aminoacidos
en la T-box (Priya et al., 2009). En Nucella lapillus se midi6 la expresion basal de RXR en varios
tejidos, demostrando que RXR se expresa de forma ubicua en tejidos de moluscos, con los niveles
de expresion mas altos registrados en gonadas femeninas y masculinas (Castro et al., 2007)
Urushitani et al., (2018) aislé dos ADNc de RXR en Babylonia japonica y compard la transcripcion
con las isoformas reportadas en Thais clavigera y Nucella lapillus, encontro que todas las isoformas
de RXR fueron inducidas significativamente por el agonista de RXR de mamiferos, acido 9-cis
retinoico (9cRA). Ademas, observo que al utilizar elementos de respuesta a acido retinoico X
(RXRE) y elementos responsivos de la hormona tiroidea (TREpal), las actividades
transcripcionales de las isoformas RXR de las tres especies de gasterépodos (TcCRXR-1, BjRXR-
1 y NIRXRa), fueron inducidas significativamente por 9cRA y 4 compuestos organoestafiosos
(TBT, TPhT, TPrT , y TcHT) y que las actividades transcripcionales de TcCRXR-1, BjRXR-1 y

NIRXRa fueron suprimidas significativamente por el antagonista de RXR, HX531, implicando que
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las isoformas de RXR de gasteropodos podrian regular la transcripcion del gen formando un
complejo heterodimero con otros receptores nucleares desconocidos.

En este estudio se caracterizaron los dominios tedricos de RXR para las dos isoformas encontradas
de P. pansa. Los resultados indican que ambas isoformas presentan los mismos dominios,
identificandose el perfil de dos dominios de receptores nucleares de hormonas de uniéon a ADN.
Estos son factores de transcripcion que regulan la expresion génica al interactuar con secuencias
de ADN especificas en sentido ascendente de sus genes diana. En vertebrados, se sabe regulan
diversos procesos bioldgicos (Evans, 1988; Stunnenberg 1993; Laudet y Gronemeyer, 2002).
También se encontraron receptores nucleares tipo 4 con dedos de zinc (ZN_FING: NR C4). Los
dedos de zinc son diversos y tienen diversas funciones, desde la union de ADN o ARN a
interacciones proteina-proteina y asociacion de membrana, los de tipo C4 tienen 4 residuos de
cisteina que coordinan el zinc y no comparten una similitud de secuencia adicional; se encuentran
dentro de las regiones de union al ADN de algunas familias de receptores nucleares bien

caracterizadas.

8.3. Exposicion de Hembras Morfologicamente Normales en Sitios Seleccionados de la Zona

Costera de Mazatlan.

8.3.1. Resultados del Experimento de Trasplante

Los gasterépodos marinos se han utilizado ampliamente como bioindicadores de contaminacion en
experimentos de trasplante en investigaciones eco toxicoldgicas (Rodriguez et al., 2010; Ho et al.,
2016b) y el fendmeno de imposex es uno de los mas estudiados, considerado el mejor indicador
bioldgico de la contaminacién por TBT en aguas marinas (Svavarsson et al., 2001). Debido a la
alta sensibilidad en algunas especies de gasteropodos marinos

Diversas especies de gasteropodos marinos han sido utilizadas como modelo de estudio en
experimentos de trasplante para estudiar el imposex en zonas costeras, Nassarius reticulatus
(Rodriguez et al., 2010); Nucella lapillus (Quintela et al., 2000; Giltrap et al., 2009); Hexaplex
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trunculus (Lahbib et al., 2008); Thais clavigera (Shim et al., 2000; Chan et al., 2008); Buccinum
undatum (Svavarsson et al., 2001); Thais orbita (Foale, 1993; Gibson y Wilson, 2003); Thais
distinguenda (Bech et al., 2002); Lepsiella scobina y Lepsiella albomarginata (Smith y McVeagh,
1991) y Nassarius obsoletus (Jenner, 1979).

Es necesario investigar si el enfoque de trasplante es Gtil con otras especies, con una distribucion
latitudinal mas amplia dado que existe evidencia de que muchas de las especies de gasteropodos
marinos modelo utilizadas en Europa estan ausentes en otras zonas costeras Rodriguez et al. (2010)
El objetivo de esta parte del trabajo fue evaluar si hembras morfol6gicamente normales de P. pansa
desarrollaban imposex al ser trasplantadas de un sitio con baja incidencia de imposex a sitios
seleccionados de la zona costera de Mazatlan con evidencia de imposex.

Existen evidencias que en condiciones controladas de laboratorio se puede inducir imposex en P.

pansa a concentraciones de 10 pg Sn/L. de TBTCI durante dos meses de exposicion (Dominguez-
Ojeda et al., 2014) y en otras especies como Nucella lapillus, Thais clavigera, Hexaplex trunculus
y Bolinus brandaris se ha observado que lo desarrollan en periodos de entre dos y tres meses a
concentraciones de 5 a 50 ng TBT L™ (Santos et al., 2005; Horiguchi et al., 2010; Abidli et al.,
2012).
En experimentos de trasplante lado existen controversias respecto al tiempo de exposicion
necesario para que un organismo trasplantado desarrolle imposex, en algunos experimentos se han
obtenido resultados en el primer mes, por ejemplo Nassarius reticulatus y Stramonita haemastoma
desarrollaron imposex desde los primeros 15 dias y posteriormente a los 56, 75 y 90 dias con
concentraciones de 203-571 ng g-1de TBT en sedimento expresado en Estafio (Sn) (Rodriguez et
al., 2010; Rossato et al., 2014). Sin embargo, existen otras investigaciones donde parecen no ser
suficientes de tres a cinco meses de trasplante para observar imposex, como es el caso de Thais
Orbita (Foale, 1993), Nucella. lapillus (Quintela et al., 2000) y Thais clavigera (Chan et al., 2008).
El presente estudio demostré que tres meses no son suficientes para detectar imposex hembras
morfoldgicamente normales de P. pansa trasplantadas de un sitio no impactado a dos sitios con
evidencia de imposex. En este sentido es posible que el tiempo de exposicion fue insuficiente para
la especie y para comprender mejor las variables ambientales de la zona y la posible fuente de
contaminacion, se debe de extender la duracién de los experimentos de trasplante; Ho et al., (2016)
sefiala que un afo seria suficiente para obtener resultados confiables.

Por otro lado, de acuerdo a la evaluacion preliminar de imposex en las zonas costeras evaluadas en
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este estudio y con los resultados del experimento de trasplante obtenidos posteriormente, basados
en la clasificacion OSPAR (2005) y HELCOM (2018) las caracteristicas del imposex encontradas
en P. pansa no representan un riesgo para la especie, ademas de indicar baja contaminacion de
TBT en la zona. Sin embargo, es importante recalcar que P. pansa no es una especie modelo
utilizada por estos organismos internacionales y no se cuenta ain con indicadores confiables para
esta especie, por lo que estos resultados basados en OSPAR y HELCOM deben tomarse con
prudencia hasta adecuar un protocolo para esta especie.

8.3.2. Caracterizacion Histolégica de Hembras Trasplantadas

Los resultados del experimento de trasplante en hembras morfolégicamente normales de P. pansa
no mostraron presencia de imposex durante tres meses de exposicion en los sitios Marmol y Cerro
del Vigia, infiriendo que existe una baja contaminacion de TBT y que esta no representa un riesgo
para la especie, si bien estos resultados indican una conclusion ecologicamente favorable para las
zonas costeras evaluadas, los andlisis histoldgicos de las hembras expuestas sugieren algo diferente.
El analisis histoldgico arrojo resultados interesantes, todas las hembras morfolégicamente
normales trasplantadas mostraron alteraciones histologicas muy marcadas y similares en los sitios
Marmol y Cerro del Vigia en comparacion con las hembras trasplantadas en Las Labradas
utilizadas como control. Las hembras trasplantadas de Marmol y Cerro del Vigia presentaron en su
mayoria una fragmentacion de los foliculos, observandose una infiltracién del medio extracelular
hacia el interior, una desorganizacion de ovocitos vitelogenicos y previtelogenicos, ademas de
grandes zonas de absorcion de estos, estos resultados son similares a lo reportado en otras especies;
Sant'/Anna et al., (2012) encontrd alteraciones histolégicas similares en hembras del cangrejo
ermitafio Clibanarius vittatus al exponerlas durante nueve meses a concentraciones de 180 ng Sn/g
TBT/dia, por su parte Revathi et al., (2013) observd afectaciones en el desarrollo ovarico, una
disminucion en el didmetro de los ovocitos, dafio en el hepatopancreas y abundancia de ovocitos
inmaduros en el camaron de rio Macrobrachium rosenbergii a concentraciones de TBT de 10, 100
y 1000 ng/l durante tres meses, similar a los resultados obtenidos en nuestro estudio en donde

predominaron estadios inmaduros en la mayoria de las hembras colectadas de los sitios con alto
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imposex y de las hembras trasplantadas. En el caso de gasteropodos marinos se ha observado que
en Thais sp. con imposex en etapa 2, el tejido gonadal no desarrolla algun tipo de alteracion
histoldgica y en las etapas 3 y 4 se ha observado apoptosis celular en los ovarios, en donde el dafio
se incrementa en relacion al estadio de imposex encontrado (Mohamat et al., 2014).

Si bien existe evidencia de alteraciones histoldgicas provocadas por la exposicién de TBT en
diversas especies, en este trabajo no se pudo relacionar la presencia de imposex con TBT en la
zonay las alteraciones histologicas encontradas en hembras trasplantadas. Existen investigaciones
que arrojan resultados similares, Rumampuk et al. (2018) encontr6 dafio gonadal, encogimiento de
ovocitos, apoptosis y picnosis en génada de Thalessa aculeata, sin embargo, no hubo una
correlacion entre el dafio histoldgico y la presencia de TBT en la zona, aunque si evidencia de
imposex, por otra parte Peralta et al. (2014) no encontro dafio de tejido gonadal a concentraciones
de TBT de 3.9 ngSn/g en Voluta musica pero si imposex de 24 y 12% en algunas zonas evaluadas.
Diversos autores atribuyen dafios histoldgicos severos a la presencia de metales pesados en el
medio, Rodriguez et al. (2000), Guzman-Garcia et al. (2009) Revathi et al. (2011) han encontrado
alteraciones histoldgicas graves en tracto digestivo, diverticulo digestivo, gonada, tejido conectivo
y necrosis en Macrobrachium rosenbergii, Uca pugilator y Crassostrea virginica causado por
Cadmio, Plomo y Cromo en el ambiente, con similitudes en lo encontrado en Plicopurpura pansa
en este estudio. Por otro lado, se conocen los efectos sobre ovocitos y lesiones ovaricas de los
hidrocarburos policiclicos aromaticos en diversas especies Mytilus edulis, Littorina littorea y
Psammechinus miliaris (Aarab et al., 2004; Cajaraville et al., 1990; Schéfer et al., 2009). Lo que
sugiere la posibilidad de que el imposex y las alteraciones histoldgicas sean eventos independientes
y se deban a presencia de metales pesados o hidrocarburos policiclicos aromaticos, principalmente
en la zona del Cerro del Vigia que es el sitio con mayor presion antropogénica. Es necesario
determinar las causas del imposex en los sitios Marmol y Cerro del Vigiay determinar si el imposex
es causado por compuestos organoestafiosos o esta asociado a otro tipo de contaminantes en la

Zona.

8.3.3. Expresion de RXR en Hembras Trasplantadas

El papel de RXR en el desarrollo de imposex en gasteropodos marinos ha sido estudiado
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ampliamente a lo largo de los afios, la mayoria de estos estudios se han enfocado en experimentos
controlados en laboratorio, induciendo el imposex con TBT, &cido retinoico 9-cis, &cido metopreno
0 testosterona, observando que en hembras con imposex la expresion de RXR era similar a la de
los machos y menor en hembras normales (Mark et al., 2006; Horiguchi et al., 2007, 2010;
Nishikawa et al.,2004; Pascoal et al. 2013 y Giraud-Billoud et al., 2019) soportando la hipétesis
de que RXR estaria involucrado en el desarrollo de imposex inducido por compuestos
organoestafosos.

En este estudio la expresion de RXR en gdnada de P. pansa fue variable, se observé expresion de
RXR en los tres sitios evaluados incluidos el sitio control, con una incidencia de 40% en Las
labradas, 75% en Marmol y 20% en el Cerro del Vigia, lo que sugiere que en estos sitios existe
algun evento que esté activando a RXR, aunque esto por si solo no indica desarrollo de imposex.
Los muestreos preliminares de los sitios Cerro del Vigia y Marmol demostraron una alta incidencia
de imposex en la zona. Sin embargo, se esperaria que los sitios identificados con mayor incidencia
de imposex presentaran una mayor incidencia en la expresion de RXR, como lo sefialan otros
autores (Nishikawa et al., 2004; Castro et al., 2007; Horiguchi et al., 2010). Esto puede deberse a
diversos efectores bioldgicos y ambientales que no pudieron ser medidos o identificados debido a
la complejidad que representa un experimento de campo, sin embargo existen reportes de que el
grado de severidad de imposex esta relacionado al incremento en la expresion de RXR; Lima et al.
(2011) observé en hembras de Nucella lapillus con un indice de vaso deferente (VDS) de 3y 4 un
aumento en la transcripcion de RXR similar al de los machos en comparacion con hembras menos
afectadas con un VDS de 1y 2 y sugiere que RXR presenta un papel funcional en el pene de machos
y hembras con imposex.

Por otra parte Giraud-Billoud et al. (2019) indujo imposex en Pomacea canaliculata un molusco
que en hembras presenta un primordio de pene, utiliz6 TBT, &cido retinoico 9-cis y TPT a
concentraciones de entre 1 y 2 ug/g durante cuatro meses, encontrando que la edad de la hembra
puede influir en el desarrollo y crecimiento del aparato copulador, observando que hembras de
entre 7 y 8 meses tendian a incrementar la longitud del pene en comparacion con hembras mas
jévenes de entre 4 y 5 meses de edad, aunque estos cambios no indujeron ningun cambio en la
expresion de RXR.

Se ha demostrado que RXR interactla con el receptor activado por proliferador de peroxisoma

(PPAR) y una variedad de otros receptores nucleares como el del acido retinoico (RAR), que
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incluye la dimerizacion, la transactivacion, las acciones sinérgicas entre sus vias de sefializacion
las cuales son esenciales para la regulacion, el mantenimiento de las funciones bioldgicas y son
objetivos de compuestos antropogénicos (Brtko y Dvorak, 2015; André et al., 2019). RXR esta
involucrado en la etapa de reproduccion tanto en vertebrados (Durica et al., 2002) como en
invertebrados como llyanassa obsoleta y Nucella lapillus con una correlacién entre el grado de
maduracion de la génada y la disminucion en la expresién de RXR en animales silvestres
(Sternberg et al., 2008b).

Todo esto implica que la expresion de RXR por si sola no es suficiente para asociarlo directamente
a la presencia de TBT en el medio y mucho menos al imposex en gasterépodos marinos en
experimentos de campo, en donde RXR puede dimerizar con cualquier otro agonista natural o
sintético lo que implicaria a su vez diferencias en la expresion y podria generar resultados

aparentemente contradictorios.

8.4. Afectacion en Copula en la Conducta Reproductiva por Imposex

En este objetivo se investigod si el imposex acarreaba problemas reproductivos en hembras de P.
pansa y si ademas existia alguna variacion entre sitios, realizando un seguimiento de video
continuo durante tres meses.

La temporada de copulas de P. pansa se presenta durante todo el afio, con picos maximos en los
primeros meses del afio y esta relacionada a la baja en las temperaturas (Acevedo, 1995; Morfin et
al.,2002; Flores-Garza et al., 2007, 2012) en este estudio se utilizd una temperatura de 28 °C ,
alimentacion a saciedad y recambio de agua constante, similar a los trabajos realizados con P.
pansa por (Morfin et al., 2002; Ramirez-Rodriguez et al., 2003; Dominguez-Ojeda et al., 2009)
por lo que se puede considerar que las condiciones de laboratorio fueron éptimas para realizar el
proceso de cépula y por lo tanto la ausencia, disminucion de frecuencia y duracion de copulas en
hembras con imposex de P. pansa se puede atribuir al imposex.

Los resultados obtenidos en este estudio indican que las hembras con imposex de P. pansa
colectadas de los distintos sitios evaluados no presentaban un vaso deferente visible y solo se ha

reportado un vaso deferente no desarrollado a través de cortes histolégicos por Dominguez-Ojeda

93



etal., (2014), lo que indica en principio que el riesgo de que el oviducto se bloguee por la presencia
de un vaso deferente es poco probable en esta especie y no afecta su capacidad reproductiva.

La duracion y el niamero de cépulas fue muy diferente entre las hembras con y sin imposex,
observando que una hembra sin imposex podia durar hasta 48 hrs en cdpula en comparacion con
una hembra con imposex que solo permanecia en copula por entre 3 y 5 horas, en el caso de Las
Labradas la hembras sin imposex presentaron entre el 33 y 22% de actividad diaria de copulas en
comparacion con las hembras del mismo sitio en las que no se observé ninguna copula durante la
duracion del experimento, en el caso de Marmol y Cerro del Vigia presentaron entre el 11y 66 %
mayor actividad de cépula en las hembras sin imposex en comparacion con las hembras con
imposex en donde solo se observaron 2 copulas en enero en ambos sitios. Estos resultados sobre el
tiempo de duracion de cépula en P. pansa difieren de lo reportado en otras especies de gasteropodos
como en el caso de Pomacea canaliculata con una duracion media de 7.98 hry prefiere la noche
para iniciar el proceso de copulacion y en Pomacea maculata se ha reportado su duracion media
es de entre 9 y 13.3 hr y se ha observado copular tanto de dia como de noche (Burela & Martin
2005; Gilal et al., 2015) y de Viviparus ater que el tiempo maximo registrado fue de 2.5 hr (Staub
& Ribi 1995), en el caso de P. pansa parece preferir el dia para iniciar el proceso de apareamiento
y la copula, diversos autores plantean que la duracion de la clpula estd relacionada a la
transferencia de espermatozoides suficiente y se requiere un minimo de 20% del tiempo de
copulacién para un contacto genital adecuado entre los caracoles macho y hembra (Burela & Martin
2010) ademas, se ha reportado que durante la copula no solo se transfieren espermatozoides, sino
también nutrientes del macho a la hembra durante o directamente después del apareamiento o la
copula denominada como “alimentacion nupcial” (Vahed, 1998) a través de los conductos
seminales del macho (Andersson, 1994; Vahed, 1998) por lo que en P. pansa podria inferirse que
hembras con imposex la cantidad de espermatozoides transferida podria no ser suficiente al tener
una duracion mucho menor al de hembras morfologicamente normales y en el caso de
“alimentacion nupcial” no se puede asegurar que ocurra en esta especie por lo que podria ser motivo
de estudios posteriores.

Se obtuvieron datos relevantes sobre el comportamiento de P. pansa con respecto a su
alimentacion, observando que prefiere las presas vivas, en este estudio se alimentd con lapas y
quitones colectados de las zonas de estudio, se logré identificar la preferencia nocturna de P. pansa

para alimentarse y desplazarse, de hecho durante el dia no se observé movimiento en el acuario y
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solo mantuvo agregado junto a otros caracoles de la misma especie, en principio realiza un
reconocimiento por el sitio, desplazdndose a lo largo y ancho del acuario el cual puede durar varias
horas, esto podria explicarse por el instinto depredador de la especie. Hughes & Dunkin (1984)
observaron que Nucella lapillus requeria de alrededor de dos horas para evaluar a la presa y tendian
a descartarla si esta era demasiado grande, en P. pansa por el contrario se observé que en presas
grandes como quitones varios caracoles rodeaban a la presa a la vez hasta devorarla por completo.
Otro dato relevante es que tanto en hembras con y sin imposex el instinto voraz no parece haber
sido afectado, ya que consumian la misma cantidad de alimento por dia.

En otro contexto, se conoce que el receptor nuclear de retinoides (RXR) esta involucrado en los
procesos reproductivos y en el desarrollo de los 6rganos sexuales de los gasteropodos (Nishikawa
et al., 2004; Pascoal et al., 2013). Por lo que cambios en la expresion de RXR en hembras con
imposex, podrian influir en algunos cambios conductuales en las hembras masculinizadas, Giraud-
Billoud et al. (2019) plantea el hecho de que los mecanismos moleculares fundamentales de RXR
podrian encontrarse en los drganos sexuales, por lo que una alteracién molecular, también podria

influir en su fisiologia y conducta, como lo observado en P. pansa.
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9. CONCLUSION

Las conclusiones se presentan en base a los objetivos establecidos en este trabajo.
Diagnostico:

9.1. Incidencia de Imposex en el Gasterépodo Marino Plicopurpura pansa en Diferentes
Localidades Costeras del Municipio de Mazatlan, Sinaloa.

Se determind la incidencia de imposex en P. pansa en cuatro localidades costeras de Mazatlan
Sinaloa entre octubre y noviembre de 2017 obteniendo los siguientes resultados:

Las Labradas: 3.33%, Marmol: 12.50%, Cerro del Vigia: 16.82% Yy Escolleras: 11.67%.

De acuerdo con las clasificaciones vigentes de imposex utilizadas por OSPAR (2005) las
caracteristicas del imposex encontrado en P. pansa en las cuatro localidades costeras evaluadas
estaria en categoria A, indicando que no representa un peligro para la especie y para la zona, en
relacion a la posible evidencia de TBT en las zonas y se encontraria clasificado en la etapa 1 de
imposex bajo la clasificacion de HELCOM (2018), lo que indica baja contaminacion de TBT en la

Z0ona.

9.2. Identificar las Posibles Afectaciones del Imposex Mediante la Caracterizacion Morfoldgica,

Histologica y Molecular (RXR) en Plicopurpura pansa.

9.2.1 Caracterizacion Morfoldgica

Las hembras con imposex de Cerro del Vigia, Escolleras y Marmol presentan pesos promedio

mayores que las hembras morfolégicamente normales, en el caso del sitio Las Labradas las
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hembras con imposex presentaron tallas promedio menores que las hembras morfoldgicamente
normales.

La proporcion sexual encontrada en este estudio corresponde en general a lo reportado en la
literatura para la especie. Sin embargo, nuestros resultados también sugieren un cambio en la
proporcion sexual de P. pansa en los Gltimos 8 afios, disminuyendo la poblacion de hembras y este
puede tener relacion con el imposex.

El imposex desarrollado en hembras de Las Labradas y el encontrado en hembras de Cerro del
Vigiay Méarmol, presentan diferencias entre los parametros morfol6gicos evaluados, lo que sugiere
que los eventos de imposex son causados por factores antropogénicos diferentes.

9.2.2. Caracterizacion Histoldgica

En machos se identificaron 3 etapas gonadales: Etapa temprana, etapa de proliferacion y etapa de
maduracion.

En hembras se identificaron 2 etapas gonadales: Etapa de proliferacion y etapa de desove.

Las hembras con imposex presentan alteraciones histologicas, infiltracion celular, fragmentacion
del foliculo, alteraciones en la forma y consistencia en las trabéculas de tejido conectivo, carencia
en algunos casos de tejido germinativo, predominancia de estadios inmaduros y aparente variacion

en el tamafio de los ovocitos.

9.2.3. Caracterizacién Molecular

Se encontraron 2 isoformas de RXR en Plicopurpura pansa.

La isoforma 1 contiene seis polimorfismos en los nucle6tidos 181, 202, 364, 757, 769 y 877.

La isoforma 2 contiene un polimorfismo en el nucledtido 54, una insercién de 15 pb en el
nucledtido 460.

La isoforma 2 contiene 5 aminoacidos mas que la isoforma 1, aunque ambas isoformas codifican
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para la misma proteina.

Trasplante:

9.3. Demostrar Experimentalmente si la Exposicion en Diferentes Sitios de la Zona Costera de
Mazatlan Producen Imposex.

En base a los resultados obtenidos se puede concluir lo siguiente:

9.3.1. Experimento de Trasplante

P. pansa no desarroll6 imposex en tres meses de exposicion en los sitios Marmol y Cerro del Vigia,
lo que indica una baja concentracion de TBT en los sitios y/o una alta tolerancia de la especie.

Es necesario considerar la capacidad de desplazamiento, pérdida y mortalidad de P. pansa para
experimentos posteriores, ademas de usar técnicas de marcaje que soporten las condiciones

ambientales de la zona intermareal rocosa.

9.3.2. Caracterizacion Histolégica de Hembras Trasplantadas

Todas las hembras trasplantadas en los sitios Marmol y Cerro del Vigia presentaban alteraciones
histoldgicas severas, similar a lo encontrado en la histologia de hembras con imposex: infiltracion
celular, fragmentacion del foliculo, alteraciones en la forma y consistencia en las trabéculas de
tejido conectivo, carencia en algunos casos de tejido germinativo, predominancia de estadios

inmaduros y aparente variacion en el tamafio de los ovocitos.
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9.3.3. Expresion de RXR en Hembras Trasplantadas

La variabilidad en la expresion de RXR observada en machos, hembras morfol6gicamente
normales y hembras con imposex, implica que la sola expresion de RXR no es suficiente para
determinar la relacién entre imposex y la presencia de compuestos organoestafiosos, debido a la
capacidad de RXR para dimerizar con multiples compuestos naturales y sintéticos, ademas de estar
implicado en etapas reproductivas, lo que conlleva a variabilidad en la expresion de RXR y una
posible interpretacion errénea en los resultados.

Reproduccion:

9.4. Determinar si Hembras de Plicopurpura pansa Presentan Afectaciones en Copula Cuando

Desarrollan Imposex.

En base a los datos recabados durante el experimento de reproduccion en laboratorio se puede
concluir lo siguiente:

Las hembras con imposex conservan la capacidad de copular, pero disminuye su duracion y
frecuencia en relacién a hembras morfol6gicamente normales.

Las hembras con y sin imposex presentan la misma voracidad en relacién a la cantidad y tiempo
en el que consume sus presas.

Las hembras con imposex presentan menor capacidad de desplazamiento que las hembras

morfoldgicamente normales.
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11. ANEXOS

11.1. Datos Histoldgicos

Datos histoldgicos de muestras de tejido gonadal de organismos de Plicopurpura pansa colectados

en el sitio “Cerro del Vigia” en Febrero de 2018.

Cerro del Vigia Cddigo muestreo de campo  Cadigo interno histologia
Macho CVM-01 180202 Al
Macho CVM-02 180202 A2
Macho CVM-03 180202 A3
Macho CVM-04 180202 A4
Macho CVM-05 180202 A5

Hembra normal CVHn-01 180202 A6

Hembra normal CVHn-02 180202 A7

Hembra normal CVHn-03 180202 A8

Hembra normal CVHn-04 180202 A9

Hembra normal CVHn-05 180202 A10

Hembra trasplantada CVHt-01 180202 A1l
Hembra trasplantada CVHt-02 180202 Al12
Hembra trasplantada CVHt-03 180202 A13
Hembra trasplantada CVHLt-04 180202 Al4
Hembra trasplantada CVHLt-05 180202 Al15
Hembra trasplantada CVHLt-06 180202 Al16
Hembra trasplantada CVHLt-07 180202 Al7
Hembra trasplantada CVHt-08 180202 A18
Hembra trasplantada CVHt-09 180202 A19
Hembra trasplantada CVHt-10 180202 A20
Hembra con imposex CVHI-01 180202 A21
Hembra con imposex CVHI-02 180202 A22
Hembra con imposex CVHI-03 180202 D1
Hembra con imposex CVHI-04 180202 D2
Hembra con imposex CVHI-05 180202 D3
Hembra con imposex CVHI-06 180202 D4
Hembra con imposex CVHI-07 180202 D5

Cadigo de letras: (CVM: Cerro del Vigia, Macho; CVHn: Cerro del Vigia, Hembra; CVHt: Cerro
del Vigia, Hembra trasplantada; CVVHI: Cerro del Vigia, Hembra con imposex).
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Datos histoldgicos de muestras de tejido gonadal de organismos de Plicopurpura pansa colectados

en el sitio “Las labradas” en Febrero de 2018.

Las labradas Cddigo muestreo de campo Cddigo interno histologia
Macho LM-01 180202 B1
Macho LM-02 180202 B2
Macho LM-03 180202 B3
Macho LM-04 180202 B4
Macho LM-05 180202 B5

Hembra normal LHN-01 180202 B6
Hembra normal LHN-02 180202 B7
Hembra normal LHN-03 180202 B8
Hembra normal LHNn-04 180202 B9
Hembra normal LHNn-05 180202 B10
Hembra trasplantada LHt-01 180202 B11
Hembra trasplantada LHt-02 180202 B12
Hembra trasplantada LHt-03 180202 B13
Hembra trasplantada LHt-04 180202 B14
Hembra trasplantada LHt-05 180202 B15
Hembra trasplantada LHt-06 180202 B16
Hembra trasplantada LHt-07 180202 B17
Hembra con imposex LHI-01 (Hemipene) 180202 E1
Hembra con imposex LHI-02 (Hemipene) 180202 E2
Hembra con imposex LHI-03 180202 E3
Hembra con imposex LHI-04 180202 E1

Cadigo de letras: (LM: Las labradas, Macho; LHn: Las labradas; LHt: Las labradas, Hembra
trasplantada; LHI: Las labradas, Hembra con Imposex).

Datos histoldgicos de muestras de tejido gonadal de organismos de Plicopurpura pansa colectados

en el sitio “Marmol” en Febrero de 2018.

Marmol Cddigo muestreo de campo  Cddigo interno histologia
Machos MNC MNC
Hembras normales MNC MNC
Hembra trasplantada MHt-01 180202 C1
Hembra trasplantada MHt-02 180202 C2
Hembra trasplantada MHt-03 180202 C3
Hembra trasplantada MHt-04 180202 C4
Hembra trasplantada MHt-05 180202 C5
Hembra con imposex MHI-01 180202 C6

Cddigo de letras: (MNC: Muestra No Colectada; MHt: Marmol, Hembra trasplantada).
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11.2. Datos Morfoldgicos de Hembras de Plicopurpura Pansa Colectadas en Las Labradas y

Marcadas Utilizadas Como Control de Trasplante en Octubre de 2017

PRIMERA COLECTA
Largo Ancho Alto Peso -
n (mng1) (mm) (mm) (gn) Cadigo de color
1 28.20 19.11 13.03 3.60
2 26.94 19.56 13.98 3.29
3 22.18 18.75 13.45 3.65
4 28.51 18.46 13.27 3.20
5 26.05 17.39 12.39 2.70
6 31.87 19.02 13.25 4.90
7 31.58 19.49 13.71 3.90
8 30.89 19.16 13.62 4.50
9 31.30 20.24 12.45 4.30
10 29.70 20.14 13.2 4,76
11 30.79 20.49 14.24 4.40
12 29.47 20.67 13.84 4.20
13 30.00 21.37 15.78 4.42
14 32.73 21.8 15.12 4,91
15 32.60 21.51 13.27 5.00
16 32.74 19.48 15.73 4.50
17 32.26 22.56 14.4 6.05
18 35.16 24.83 15.88 7.05
19 34.43 22.15 16.48 6.22
20 34.24 23.44 15.35 7.22
21 36.45 24.41 15.25 7.20
22 34.11 23.86 15.8 6.10
23 35.42 26.66 15.83 8.35
24 38.26 25.83 17.4 9.55
25 39.12 24.5 17.97 8.02
26 39.19 25.39 18.49 8.82
27 38.46 26.1 18.67 10.25
28 39.54 25.62 17.87 10.40
29 4153 28.43 18.65 11.70
30 43.29 26.39 20.33 12.65
Largo Ancho Alto Peso -
n (mm) (mm) (mm) (ar) Cadigo de color
31 32.66 21.89 19.18 9.21
32 30.52 19.24 11.14 5.80
33 31.62 18.33 12.36 5.84
34 31.56 20.6 19.64 6.84
35 31.04 19.15 13.75 6.67
36 35.42 19.16 14.1 7.12
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Datos morfoldgicos de hembras de Plicopurpura pansa colectadas en Las labradas, marcadas y

trasplantadas en el sitio “Marmol” en octubre de 2017

Caddigo de color

n Largo Ancho Alto Peso
(mm) (mm) (mm) (gr)
41 27.38 15.07 10.04 35
42 22.84 16.82 10.86 3.06
43 24.30 16.72 10.9 2.92
44 24.88 15.06 11.01 3.48
45 24.21 15.95 10.64 3.42
46 26.42 15.19 12.74 3.97
47 24.57 17.56 10.7 35
48 24.79 15.51 12.47 3.33
49 24.64 16.47 11.64 391
50 25.41 16.38 11.93 3.6
51 28.3 16.32 10.79 4.2
52 28.13 17.67 10.49 4.27
53 29.24 17.56 14.15 45
54 25.32 17.75 10.68 3.38
55 25.84 15.56 10.8 3.93
56 294 18.67 12.77 4.84
57 27.61 17.34 12.39 4.59
58 28.46 16.23 11.47 4.5
59 27.25 16.69 10.84 4.82
60 28.63 16.47 11.93 4.58
61 28.23 18.61 14.09 5.56
62 26.36 18.12 14.84 4.73
63 28.79 13.48 13.38 5.09
64 28.18 18.1 13.23 5.22
65 28.72 18.23 11.47 4.58
66 35.59 23.91 14.77 9.49
67 32.93 19.36 14.86 6.92
68 30.63 20.25 13.15 6.39
69 30.21 19.94 13.84 5.98
70 29.09 18.18 11.09 4.95
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n Largo Ancho Alto Peso
(mm) (mm) (mm) @gn
71 33.57 22.98 15.79 5.83
72 327 21.54 14.3 6.05
73 32.57 18.87 13.21 6.64
74 32.05 19.16 13.64 6.87
75 32.51 18.23 13.97 6.46
76 31.86 20.62 14.11 7.36
77 32.1 29.07 13.65 7.58
78 32.69 17.11 12.79 6.3
79 32.68 211 13.2 7.82
80 34.05 22.56 14.77 9.37

Cddigo de color

Datos morfoldgicos de hembras de Plicopurpura pansa colectadas en Las labradas y marcadas

trasplantadas en el sitio “Cerro del vigia” en octubre de 2017

Cadigo de color

n Largo Ancho Alto Peso (gr)
(mm) (mm) (mm)

81 21.73 17.06 12.71 3.29
82 23.99 19.85 12.52 3.74
83 23.59 18.65 12.57 3.18
84 28.18 18.52 13.81 3.72
85 30.26 18.54 14.9 3.96
86 28.68 19.78 13.31 4.18
87 32.19 215 14.2 5.33
88 31.32 20.62 1453 5.36
89 29.9 19.75 13.23 4.78
90 31.95 20.43 14.33 5.07
91 28.82 19.17 13.81 38
92 25.6 18.34 12.7 2.84
93 28.87 19.14 13.98 4
94 28.48 16.41 12.62 2.73
95 27.62 18.53 13.67 3.18
96 29.76 19.8 12.8 4.14
97 29.73 19.27 12.61 4.04
98 30.98 21.12 14.16 4.95
99 29.55 20.15 13.27 4.83
100 30.85 19.84 13.28 4.22
101 316 21.93 14.19 5.38
102 323 20.98 14.49 5.33
103 32.11 20.71 13.79 4.57
104 32.33 205 16.1 5.32
105 34.74 20.68 1451 6.2
106 35.82 23.37 16.44 6.99
107 38.7 26.28 18.99 9.52
108 33.04 22.52 15.23 6
109 28.15 20.1 13.34 4.92
110 33.76 23.15 16.21 8.04
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n Largo Ancho Alto Peso (gr)
(mm) (mm) (mm)
111 35.65 22.42 13.58 9.77
112 32.21 21.61 12.3 7.80
113 33.27 22.68 12.4 7.69
114 33.54 21.42 15.42 7.87
115 32.34 17.53 12.64 7.56
116 39.81 25.86 17.26 11.20
117 35.12 23.1 15.16 7.12
118 35.46 21.98 14.79 10.16
119 32.47 21.19 13.23 8.61
120 31.71 20.48 15.96 7.20

Cadigo de color

11.3. Datos Morfoldgicos de Hembras de Plicopurpura Pansa Colectadas en Las Labradas y

Marcadas Utilizadas Como Control de Trasplante en Diciembre de 2017

SEGUNDA COLECTA

n Largo Ancho Alto Peso Codigo de
(mm) (mm) (mm) (ar) color

1 13.97 23.09 13.06 7.13
2 30.23 19.99 11.53 4.43
3 3213 21.56 14.91 5.38
4 32.04 21.75 12.45 6.09
5 31.55 20.02 12.58 5.01
6 30.47 20.25 13.26 4.99
7 27.08 18.05 9.52 5.1
8 26.42 20.26 13.6 331
9 34.46 23.18 15.25 4.1
10 27.41 18.39 12.74 4.52
11 3291 21.9 15.28 3.86
12 35.04 22.24 16.78 6.56
13 26.57 18.64 12.24 3.54
14 30.22 19.96 13.26 3.95
15 34.15 21.63 15.02 6.77
16 35.13 23.52 15.29 7.38
17 29.81 20.29 12.52 4.8
18 32.19 22.12 13.83 6.31
19 329 20.54 13.81 6.06
20 27.54 19.33 13.02 3.91
21 26.19 16.62 11.99 3.45
22 35.85 24.05 13.52 8.43
23 32.46 23.05 14.63 6.36
24 43.6 29.15 18.93 14.26
25 27.91 19.66 13.32 4.84
26 29.14 19.26 11.82 4.16
27 27.86 18.45 11.88 3.44
28 30 19.06 12.44 4.32
29 27.91 18.53 13.26 412
30 26.89 18.01 10.43 3.68
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Datos morfoldgicos de hembras de Plicopurpura pansa colectadas en Las labradas, marcadas y

trasplantadas en el sitio “Méarmol” en diciembre de 2017

n Largo Ancho Alto Peso
(mm) (mm) (mm) (gn)
31 30.02 20.25 14.08 5.69
32 24.66 17.35 11.58 431
33 31.07 19.57 14.22 4.93
34 36.09 24.61 15.41 9.8
35 25.85 17.52 11.48 4.23
36 29.09 20 12.15 4.35
37 30.87 18.97 12.26 4.85
38 28.15 18.91 12.39 4.03
39 30.45 19.44 13.24 5.42
40 31.46 22.94 13.9 6.77
41 26.77 17.86 12.48 3.8
42 32.09 21.53 14.26 6.5
43 28.76 20.3 12.6 4.74
44 25.66 16.98 11.38 3.39
45 27.61 19.27 12.6 3.97
46 27.71 17.93 2.05 4.15
47 333 20.57 14.84 6.68
48 33.28 21.19 13.98 6.63
49 28.14 18.21 11.83 3.85
50 32.36 18.52 13.32 5.3
51 29.37 20.31 13.42 4.88
52 27.75 20.59 13.54 5.56
53 28.77 19.21 12.44 4.25
54 23.71 16.74 12.24 2.9
55 28.93 19.52 12.97 4.4
56 43.92 27.05 18.05 14.86
57 39.24 25.9 17.3 9.56
58 30.22 19.89 14.8 4.45
59 27.74 18.63 11.19 3.47
60 32.13 24.43 13.77 4.91

Codigo de color

Datos morfoldgicos de hembras de Plicopurpura pansa colectadas en Las labradas y marcadas

trasplantadas en el sitio “Cerro del vigia” en diciembre de 2017
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n Largo Ancho Alto Peso
(mm) (mm) (mm) (an)
61 29.18 18.35 14.27 4.41
62 40.82 27.37 18.51 14.14
63 30.47 18.51 12.51 4.41
64 31.41 19.43 14.55 5.6
65 31.96 22.35 12.79 6.24
66 29.75 19.23 13.68 4.46
67 39.82 24.97 16.75 5.7
68 30.47 21.07 13.95 10.72
69 3291 22.17 13.64 3.48
70 27.95 19.51 10.56 6.61
71 25.64 20.5 11.02 4.83
72 29.27 20.94 14.33 3.48
73 23.14 15.59 11.64 2.45
74 26.45 16.28 11.07 3.84
75 28.36 18.34 12.01 2.45
76 26.1 17.43 10.63 4.03
7 27.76 17.64 11.8 3.34
78 34.04 23.9 15.65 8.41
79 32.87 21.69 14.26 6.27
80 38.32 25.48 17.41 10.83
81 37.76 24.29 15.2 8.74
82 31.55 20.68 12.52 5.71
83 32.79 20.26 14.61 5.97
84 30.82 20.37 12.77 5.03
85 31.84 19.67 12.55 5.22
86 258 15.96 9.96 3.15
87 35.92 23.76 11.97 8.32
88 32.02 21.22 13.12 6.45
89 33.93 21.39 12.9 6.68
90 32.22 21.34 13.65 5.37

Codigo de
color

11.4. Datos Morfologicos de Organismos De Plicopurpura Pansa Colectados en el Sitio “Las
Labradas” Para Analisis Histologico Y de Expresion Génica De (RXR) en Febrero de 2018.
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N LARGO ANCHO ALTO PESO  OBSERVACIONES
(mm) (mm) (mm) (gr)
1 30.08 17.96 12.4 5.05 Hembras
trasplantadas
2 27.15 18.33 12.67 3.71 Hembras
trasplantadas
3 28.1 20.85 11.96 4.55 Hembras
trasplantadas
4 28.26 18.31 12.86 3.53 Hembras
trasplantadas
5 25.91 16.66 10.32 3.84 Hembras
trasplantadas
6 27.11 17.26 8.82 3.16 Hembras
trasplantadas
7 25.86 16.45 9.88 3.44 Hembras
trasplantadas
N LARGO ANCHO ALTO PESO OBSERVACION
(mm) (mm) (mm) (gr) ES
1 31.51 20.53 6.82 8.46 Hembras normales
2 36.82 24.87 11.58 12.28 Hembras normales
3 29.16 19.78 12.63 6.39 Hembras normales
4 36.02 23.75 8.59 10.02 Hembras normales
5 33.33 21.23 10.57 6.97 Hembras normales
N LARGO ANCHO ALTO PESO OBSERVACION
(mm) (mm) (mm) (gr) ES
1 28.44 16.2 7.34 5.33 Machos
2 29.4 17.76 12.57 5.72 Machos
3 26.11 17.03 5.22 4.59 Machos
4 37.94 24.38 16.15 8.05 Machos
5 36.96 25.68 18.86 8.8 Machos
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N LARGO ANCHO ALTO PESO OBSERVACION
(mm) (mm) (mm) (ar) ES

1 38.07 25.84 15.99 8.47 Imposex

2 25.67 16.4 4.99 4.56 Imposex

Datos morfol6gicos de organismos de Plicopurpura pansa colectados en el sitio “Marmol” para

analisis histologico y de expresion génica de (RXR) en febrero de 2018

N LARGO ANCHO ALTO PESO OBSERVACIONES
(MM) (MM) (mm) (9n)

1 18.53 10.68 9.55 3.77 Hembras
trasplantadas

2 26.42 12.61 5.29 3.75 Hembras
trasplantadas

3 25.67 11.31 8.12 3.39 Hembras
trasplantadas

4 25.31 15.54 10.02 3.55 Hembras
trasplantadas

5 44.05 28.72 19.09 15.14  Hembras
trasplantadas

Datos morfoldgicos de organismos de Plicopurpura pansa colectados en el sitio “Cerro del vigia”

para analisis histoldgico y de expresion génica de (RXR) en febrero de 2018
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N LARGO ANCHO ALTO PESO OBSERVACIONES
(mm) (mm) (mm) (9n)

1 31.49 19.59 13.43 4.98 Hembras trasplantadas

2 29.95 19.66 13.85 5.04 Hembras trasplantadas

3 22 16.23 10.15 2.15 Hembras trasplantadas

4 29.74 19.4 10.82 4.13 Hembras trasplantadas

5 29.43 19.39 12.53 4.28 Hembras trasplantadas

6 36.7 22.12 14.7 7.85 Hembras trasplantadas

7 26.39 18.32 11.73 3.25 Hembras trasplantadas

8 31.75 21.86 14.05 5.72 Hembras trasplantadas

9 31.6 21.75 14.06 5.77 Hembras trasplantadas

1 35.15 24.68 13.95 9.45 Hembras trasplantadas

0

N LARGO ANCHO ALTO PESO OBSERVACIONES
(mm) (mm) (mm) (9n)

1 42.16 25.32 17.27 12.84 Hembras normales

2 33.23 22.9 14.06 6.27 Hembras normales

3 37.81 24.67 15.65 8.05 Hembras normales

4 36.27 26.65 15.94 8.87 Hembras normales

5 35.6 23.65 14.18 7.27 Hembras normales
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N LARGO ANCHO ALTO PESO OBSERVACIONES
(MM) (MM) (MM) (GR)

1 32.88 20.49 13.48 5.31 Machos

2 38.24 18.36 12.39 3.79 Machos

3 33.77 23.43 14.65 7.19 Machos

4 28.81 20.19 13.72 5.55 Machos

5 32.89 20.74 14.36 6.07 Machos
N LARGO ANCHO ALTO PESO OBSERVACIONES

(mm) (mm) (mm) (9r)
1 38.88 20.15 13.98 4.9 Imposex
2 24.1 17.48 11.97 2.8 Imposex
3 29.39 19.21 13.53 4.4 Imposex
4 29.02 19.05 13.73 4.6 Imposex
5} 37.04 24.54 16.09 9.3 Imposex
6 29.09 20 13.24 4.1 Imposex
7 34.01 24.56 13.64 7.5 Imposex
8 32.05 18.84 12.14 4.97 Imposex
11.5. Extraccion de RNA Total
Protocolo:

1- Homogenizar tejido con 0.5 — 1 ml de Trizol.

2- Incubar 5 min a temperatura ambiente.

3- Afiadir 100 -200 ul de cloroformo por 0.5 -1 ml de Trizol. (respectivamente)

4- Agitar vigorosamente e incubar 2-3 min a temperatura ambiente.

5- Centrifugar a 12,000 g 15 min a 4°C.
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6- Transferir sobrenadante a un tubo limpio.

7-  Afadir 250-500 pl de isopropanol por 0.5 — 1 ml de Trizol (respectivamente)
8- Incubar a temperatura ambiente 15 min.

9- Centrifugar a 12,000 g 10 minutos a 4°C.

10- Descartar sobrenadante y lavar con 1 ml de etanol 70%.

11- Centrifugar a 12,000 g 5 min a 4°C.

12- Descartar sobrenadante y exceso de etanol, y resuspender en 50 pul de agua DEPC.

11.6. Tratamiento con DNAsa I:

13- Preparar mezcla maestra, hacer el calculo dependiendo del nimero de muestras:

a. Agua DEPC 4.5 pl por muestra
b. 10X buffer para DNAsa | 6.5 pl por muestra
c. RNAsin 0.5 pl por muestra
d. DNAsa | (Promega) 3.5 pl por muestra

Mezclar bien con la pipeta y agregar 15 pl de mezcla maestra a cada muestra de 50 pl de RNA
(volumen final de 65 pl)

14- Incubar 30 min a 37°C

15- Afadir 6.5 pl de LiCl 4 M.

16- Afadir 65 pl de fenol / cloroformo y vortex.

17- Centrifugar a maxima velocidad (~ 13,000 rpm) 10 min.

18

Transferir sobrenadante a un tubo limpio y afiadir 2.5 volumenes (~165 pl) de etanol
absoluto.

19- Incubar por lo menos 60 min a —20°C, puede permanecer toda la noche.

20- Centrifugar 20 min a maxima velocidad a 4°C.

21
22- Eliminar etanol y resuspender en 25-50 pl de agua DEPC (dependiendo del pellet).
23- Almacenar a—20 °C oa-70 °C.

Lavar con 0.5 ml de etanol 70% y centrifugar 10 min a 4°C a maxima velocidad.
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La sintesis de ADNCc se llevo acabo a 45°C con 5 pg de ARN total, transcriptasa reversa MMLV

(Promega) y hexanucle6tidos aleatorios (random primers).

11.7. Sintesis de cDNA

1. Colocar 5 pul de RNA total y 1 pl de oligo(dT) o “random primers” en un tubo de microcentrifuga
e incubar a 70 °C 10 minutos. Centrifugar brevemente para colectar el liquido condensado y

colocar en hielo inmediatamente.

Mezcla maestra (por muestra): 1X
e Agua DEPC 6.7 ul
e 5X buffer para M-MLVRT 4.0 pl
e dNTPs (10mM) 2.0 pl
e RNAsIn 0.5 ul
e M-MLVRT 0.8 ul
14.0 pl por muestra de RNA
RNA + primers 6 ul
TOTAL 20 ul

2. Incubar a 45 °C una hora (cuando se usen random primers se recomienda incubar a temperatura
ambiente 10 minutos y después a 45 °C una hora).

3. Incubar a 90-95 °C 5 minutos y poner de inmediato en hielo. Centrifugar rapido y almacenar a
20 °C.
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11.8. PCR

La reaccion de PCR se prepara mediante una mezcla maestra que se calcula dependiendo del

nimero de muestras que se van a analizar.

Soluciones 1x 5x
Agua destilada 8.48 42.4
25mM MgCl; 0.75 3.75
2.5mM dNTPs 0.66 3.3
10x buffer 1.25 6.25
Primer F 0.13 0.65
250 pg/ml
Primer R 0.13 0.65
250 pg/ml
Taq polimerasa (5u/ul) | 0.1 0.5

Es necesario incluir un control positivo y un control negativo. El control negativo puede ser la
mezcla maestra sin ADN. Cada reaccion (por muestra) es de 11.5 pl mas 1 pl de ADN (total 12.5
pl por tubo).
El nimero de ciclos y la temperatura de alineacion dependeran de las caracteristicas de los oligos
y del ADN. Por ejemplo, para amplificar 18S rRNA el programa es el siguiente:

e Desnaturalizacion a 94 °C 1 minuto

e Alineacion a 57 °C 1 minuto

e Extensibna72°C 1 minuto

e Repetir 35 ciclos
Cuando la amplificacién ha terminado el ADN es visualizado por electroforesis en gel de agarosa
al 1 0 2 %. El producto de PCR es de ~ 450 pares de bases

11.9. Preparacion de Gel de agarosa para Electroforesis
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Gel agarosa 2%

1.
2.

N o g s

10.

11.
12.
13.
14.

Pesar 0.6 gr de agarosa en una balanza analitica debidamente calibrada.

Disolver la agarosa en 30 ml de buffer TAE 1X (Tris-Acetato- EDTA) en un matraz.
Calentar la mezcla de agarosa y TAE 1X en un horno de microondas por 30 segundos para
homogeneizar perfectamente. (Repetir Este paso de ser necesario).

Dejar enfriar brevemente.

Agregar 0.5 pl de red gel a la mezcla y homogeneizar.

Armar el cassette de electroforesis con el peine adecuado.

Vertir la mezcla dentro del cassette de electroforesis (Verificar que no se formen burbujas o
grumos).

Esperar por lo menos 15 minutos a temperatura ambiente hasta que el gel esté solidificado.
Preparar la camara de electroforesis (llenar con TAE 1X)

Colocar el cassette de electroforesis dentro de la cAmara de electroforesis, verificando que el
gel esté completamente cubierto por el buffer TAE 1X.

Cargar 6 pl de muestra por pocillo.

Cargar 3 pl de marcador molecular.

Correr el gel por 30 minutos a 90 V' y 150 miliamperios.

Foto documentar el gel. (UVP Biolmaging System).

131



