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ABSTRACT
Limulus polyphemus is considered an enduring species that has survived for more than 445

million years. It is a species that has great ecological, economic and scientific importance.
This especies can be found in the Florida Keys and along the west coast of Florida to Mobile
Bay, but they are not found anywhere else in the Gulf except on the west (Campeche) and
north coast of the Yucatan Peninsula (YP) where they nest on beaches. In the coastal zone of
the YP, declines in their populations have been reported, attributed to factors such as loss of
their habitat, illegal hunting, and pollution. Several studies have reported that the YP has a
high contamination load in its aquifers and in the coastal zone where L. polyphemus is
located. Due to the characteristics of L. polyphemus such as site fidelity and longevity, this
species may reflect the bioaccumulation of contaminants present in the sites where it inhabits.
Therefore, it has been considered by several authors as a possible environmental bioindicator.
This study focused on identifying morphological, metabolic and molecular responses in L.
polyphemus, associated with environmental stressors due to anthropogenic activities. The
specimens were collected from three sites considered low (Holbox), medium (San Felipe)
and high anthropogenic impact (Telchac). Morphometric parameters were measured in L.
polyphemus and hemolymph samples were taken for analysis of gene expression and
metabolites. Likewise, the physicochemical parameters in the water column were recorded
and samples were collected for the measurement of the concentration of nutrients and
evaluation of the chemical fingerprint of contaminants by means of Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR) analysis. The findings of this work showed that the prosome
width was the morphometric parameter that had the greatest variation between sites, which
may be associated with the type of estuarine habitat/sediment of each site. Specimens
collected in Holbox presented a higher expression of genes in response to oxidative stress
(GST, CAT, SOD and HPS70). In Telchac and particularly at the San Felipe site, the
metabolites of L. polyphemus, lactate, and succinate, which are involved in anaerobic
metabolism, increased. In addition, in San Felipe, acetate and propionate were found, which
other metabolites related to anaerobic metabolism are. The lactate metabolite was found in
higher concentrations in females than in males. In these two sites the presence of the betaine
metabolite was associated with osmotic stress. In specimens from the three sites, the 4-
Hydroxybenzoate metabolite was associated with the presence of emerging

contaminants. For the chemical fingerprint of pollutants found through FTIR analyses, those



associated with plastics such as polyethylene and nylon stood out in the water and sediment
column. This study revealed, based on the results of the analysis of gene expression and FTIR,
that Holbox was the site having the greatest effects at the molecular level and was associated
with the presence of microplastics. The analyzes of metabolites and nutrients suggest that
San Felipe presents effects associated with a higher organic load derived from livestock
activities and wastewater effluent discharges. Both sites present an indicator of risk to the
health of the ecosystem and to the populations surrounding this site. One observation noted,
however, was that there was a sparse presence of specimens in San Felipe. This study
contributes to establishing a baseline of effects reported in L. polyphemus due to the presence
of pollutants and provides important information on environmental health to decision makers
related to the presence of environmental stressors associated with human activities.
Furthermore, future ecotoxicological studies and monitoring strategies in L. polyphemus is
needed as well as to propose alternatives for the adequate management of this organism at

risk.



RESUMEN

Limulus poliphemus es considerado un fosil viviente que ha sobrevivido por més de 445
millones de afios. Esta especie es considerada de gran importancia ecolégica, econémica y
cientifica. Esta especie se encuentra en los Cayos de Florida y a lo largo de la costa oeste de
Florida hasta la Bahia de Mobile, pero no se encuentran en ningln otro lugar del Golfo,
excepto en la costa oeste (Campeche) y el norte de la Peninsula de Yucatan (PY) donde
anidan en playas no muy diferentes a las que se encuentran en Florida. En la zona costera de
la PY, se han reportados disminuciones en sus poblaciones atribuido a factores como perdida
de su hébitat, caza ilegal y contaminacidn. Varios estudios han reportado que la PY tiene una
alta carga de contaminacion en sus acuiferos y en la zona costera en donde L. polyphemus se
encuentra. Debido a las caracteristicas que tiene L. polyphemus como fidelidad al sitio y
longevidad, puede reflejar la bioacumulacion de contaminantes presentes en los sitios donde
habita. Por lo cual ha sido considerado por varios autores como un posible bioindicador
ambiental. Este estudio se enfocd en identificar respuestas morfologicas, metabodlicas y
moleculares en L. polyphemus, asociadas con estresores ambientales por actividades
antropogeénicas. Los especimenes fueron colectados de tres sitios considerados de bajo
(Holbox), medio (San Felipe) y alto impacto antropogénico (Telchac). Se midieron en L.
polyphemus los parametros morfométricos y se tomaron muestras de hemolinfa para realizar
andlisis de expresion de genes y metabolitos. Asi mismo, se registraron los parametros
fisicoquimicos en la columna de agua y se colectaron muestras para la medicion de la
concentracion de nutrientes y evaluacion de la huella quimica de contaminantes mediante
andlisis de espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier (FTIR). Los hallazgos de este
trabajo mostraron que el ancho del prosoma fue el parametro morfométrico que tuvo mayor
variacion entre los sitios, lo cual puede estar asociado con el tipo de habitat
estuarino/sedimento de cada sitio. Ejemplares colectados en Holbox presentaron una mayor
expresion de genes en respuesta al estrés oxidativo (GST, CAT, SOD y HPS70). En los
ejemplares de Telchac y particularmente en San Felipe se incrementaron los metabolitos
lactato y succinato, los cuales estan involucrados en el metabolismo anaerobio. Ademas, en
en San Felipe se registraron acetato y propionato que son otros metabolitos relacionados con
el metabolismo anaerobio. EI metabolito de lactato se encontr6 en mayores concentracioes

en las hembras que en los machos. En estos dos sitios también se registrd la presencia del



metabolito betaina vinculado con el estrés osmético. En ejemplares de los tres sitios se
encontrd el metabolito 4-Hidroxibenzoato asociado con la presencia de contaminantes
emergentes. En la huella quimica de contaminantes encontrados mediante los analisis de
FTIR en la columna de agua y sedimentos resaltan los asociados con plasticos como el
polietileno y el nylon. Este estudio reveld con base en los resultados de los andlisis de
expresion de genes y FTIR que Holbox fue el sitio que tuvo mayores efectos a nivel molecular
asociado con la presencia de microplasticos. Mientras que los andlisis de metabolitos y
nutrientes sugieren que San Felipe presenta efectos asociados con una mayor carga organica
derivada de actividades de ganaderia y descargas de efluentes de aguas residuales. Ambos
sitios presentan un foco rojo de riesgo para la salud del ecosistema y de las poblaciones
aledanas a este sitio. Asi mismo se identificd poca abundancia de ejemplares en San Felipe.
Este estudio contribuye en sentar una linea base de efectos reportados en L. polyphemus por
la presencia de contaminantes y brinda informacion importante en materia de salud ambiental
a los tomadores de decisiones relacionada a la presencia de estresores ambientales asociados
a actividades humanas. Asi como para la elaboracion de futuros estudios ecotoxicologicos y
estrategias de monitoreo en L. polyphemus y para proponer alternativas para el manejo

adecuado de este organismo en riesgo.
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1. INTRODUCCION

Limulus polyphemus, es una especie considerada como fésil viviente debido a que lleva mas
de 445 millones de afios en el planeta tierra sin casi sufrir modificaciones evolutivas (Rudkin
et al., 2008). Este organismo es considerado de importancia ecoldgica, econdémica y
cientifica. Se distribuye desde Maine en Estados Unidos de Norte América hasta la Peninsula
de Yucatan (PY), pero se ha observado que tiene una distribucion disyuntiva en el Golfo de
México (Tanacredi et al., 2009). Particularmente se encuentra en los Cayos de Floriday a lo
largo de la costa oeste de Florida hasta la Bahia de Mobile, pero no se localiza en ningun otro
lugar del Golfo, excepto en las costas oeste (Campeche) y norte (Yucatan) de la PY (Shuster
1979; Gdomez-Aguirre 1993), donde anidan en playas no muy diferentes a las que se
encuentran en Florida. Esta especie es conocida como cangrejo herradura del Atlantico, o
como cacerolita de mar. En Yucatdn, es llamado “Mex” (palabra proveniente de la lengua

maya), y es ampliamente utilizada como cebo para la pesca de pulpo (Octopus maya).

En la actualidad L. polyphemus estd considerado como una especie vulnerable y sus
principales amenazas son la destruccion de su hébitat, la caza ilegal y la contaminacion
ambiental (Sandoval-Gio et al, 2016). La contaminacion por metales pesados en el océano
ha crecido de manera importante en las ultimas décadas (Ansari, 2003). Estudios del impacto
de los metales pesados en L. polyphemus se han llevado a cabo en poblaciones que se
encuentran en Estados Unidos de Norte Norteamericana, debido a la presencia de estos
metales en sus playas y a la disminucion de las poblaciones de esta especie. (Botton et al.,
1998; Burger et al., 2002; Bakker et al., 2017). Estudios realizados en L. polyphemus han
observado un efecto a nivel molecular asociado con mutaciones en el desarrollo y mortalidad.
Los resultados de estos estudios han contribuido a implementar medidas para reducir el
impacto que los metales pesados sobre L. polyphemus. En Estados Unidos de Norte
Norteamericana, algunas areas donde se llevan a cabo medidas de gestién ambiental que
contemplan a L. polyphemus se encuentran recuperadas (region Sureste y Bahia de
Delaware). Sin ambargo, en otras areas de Estados Unidos de Norte América y del Golfo
Noreste de México las poblaciones han disminuido. En la PY el riesgo de L. polyphemus es

elevado hasta que se tengan datos de estabilidad de la poblacién (Smith et al., 2017).



Se ha reportado que en la PY presenta una disminucion de las poblaciones de L. polyphemus,
la cual puede estar asociada por la caza ilegal. También puede ser consecuencia de estresores
ambientales como la contaminacién (metales pesados, plaguicidas). Estudios han demostrado
la presencia de metales pesados en las costas y en las aguas subterraneas de la PY la cual se
caracteriza por tener un suelo karstico (Marin y Perry, 1994; Pacheco y Cabrera, 1996). Lo
cual contribuye a que exista una escorrentia de metales pesados del interior del estado hacia
las costas, especialmente en épocas de lluvia y nortes en comparacion de la época de secas
(Gidcoman Vallejos et al., 2017; Gidcoman-Vallejos et al., 2018). Esto es de suma
preocupacion debido a que Yucatan ocupa el Gltimo lugar en saneamiento de agua a nivel
nacional. Al respecto, no se han llevado a cabo estudios que traten de entender cuél es el
impacto de los metales pesados en las poblaciones de L. polyphemus presentes en la Peninsula
de Yucatan.

A pesar de que se han realizado diversos estudios en la zona costera de la PY sobre la
presencia de contaminantes. Existen pocos estudios que han documentado los efectos de estos
en organismos bioindicadores de importancia ecologica, econdmica y cientifica asi como sus
consecuencias en la salud humana y en los organismos que se encuentran en estas zonas.
Hasta el momento, se cuenta con poca informacion sobre los efectos que los estresores
ambientales tienen sobre L. polyphemus, especie en riesgo listada en la NOM-059-
SEMARNAT-2010. De tal manera, que es importante establecer estrategias para la deteccion
de respuestas tempranas (analisis de la expresion de genes) y fisioldgicas (andlisis de
metabolitos) que puedan estar asociados con la huella quimica de los contaminantes. Esta
informacion puede ayudar a determinar los riesgos que existen en organismos de niveles

inferiores en la cadena trofica y en las poblaciones de la zona costera.



2. ANTECEDENTES

2.1 Estresores ambientales
El estrés es un concepto que se utiliza para explicar respuestas negativas relacionadas con

enfermedades fisiolégicas y psicoldgicas. A pesar de la amplia variedad de definiciones para
el estrés, este es un proceso que se centra en las personas u organismo y la reaccién a su
entorno “medio ambiente” (Baum et al., 1981). Este proceso conduce a la induccidn de estrés
oxidativo en los organismos. Ha sido ampliamente documentado que algunos agentes pueden
inducir estrés oxidativo ya sea a través de 1) la generacion de un incremento en las especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) producido por fuentes endogenas o
exogenas o, 2) el decremento de la capacidad oxidativa y el dafio al DNA (Klaunig y
Kamendulis, 2004). El estres oxidativo resulta de un desbalance entre la produccion de
especies reactivas de oxigeno y de la cantidad de radicales libres de oxigeno que sobrepasan
la capacidad antioxidante de las celulas blanco; conduciendo a un dafio oxidativo en la
interaccion de las células (Klaunig et al., 2010). Diversas enfermedades cronicas son
derivadas del estado del oxigeno reactivo produciendo criticas macromoléculas celulares
(Klauding et al., 1998). El estrés puede tener diferentes causas y efectos segun la especie y
la variabilidad bioldgica de cada individuo. Se ha estudiado el estrés ambiental en seres
humanos (Evans, 1984), y en una variedad de organismos en ambientes acuaticos,
encontrando diversidad de indicadores biologicos de estrés ambiental como respuestas
genéticas, dafio al DNA, expresion de genes, entre otros (Adams, 2002).

2.1.1 Estresores ambientales bioticos

El estrés bidtico estd relacionado con la interaccion de los organismos vivos que se
encuentran en un ecosistema. El estrés biotico es una condicion que resulta del ataque
biolégico al cual un organismo puede estar sometido durante su vida (Hontela, 1998;
Przeslawski et al., 2015), como patdgenos, depredadores y especies invasoras. En L.
polyphemus se ha encontrado estrés bidtico causado por organismos patdgenos como
bacterias, hongos, algas verdes (chlorophycophytal), y una gran variedad de parasitos
protozoos y metazoos (Nolan y Smith, 2009).

2.1.2 Estresores ambientales abidticos

Los estresores abidticos hacen referencia a los factores no vivos en un ecosistema, entre estos

pueden estar la temperatura, los niveles de oxigeno, contaminantes como los metales y



derivados de petroleo (Lushchak, 2011), contaminantes emergentes entre otros. Para la
especie L. polyphemus las variables abi6ticas fuera de rango, que pueden ser considerados
como estresores abidticos se encuentran dentro del tipo de habitat estuarino en el que vive
como la salinidad, la temperatura, variacion de niveles de oxigeno (Freire et al., 2011) entre
otros estresores como la calidad y tamafio del sustrato para la ovoposicion (Botton et al.,
1988).

2.1.2.3 Contaminacidn en los océanos por xenobiéticos

Segun Ansari et al. (2003) los metales pesados presentes en el océano han incrementado en
gran medida en solo unas pocas décadas, los cuales se suelen acumular en los sedimentos y
pueden llegar a causar efectos toxicos y también bioacumularse en los organismos biologicos
que los habitan. Ellos, consideran que metales como el cadmio, magnesio, zinc, cobre, hierro,
arsenico, bario y mercurio son cominmente encontrados en altos niveles en muestras de agua
de los oceanos. Por otra parte, la alta presencia de plasticos presentes en los sistemas
acuaticos en el mundo es de gran preocupacion. El plastico es un material sintético que ha
aumentado su produccion en los ultimos 60 afios, En el afio 2014 se producian
aproximadamente 300 millones de toneladas métricas, y la produccién ha seguido
aumentando. Los plasticos, terminan desintegrandose y convirtiéndose en los microplasticos,
que son particulas menores de 5 mm que acaban en los cuerpos de agua para posteriormente
depositarse en los océanos (Andrady, 2017). Estos microplasticos acarrean contaminantes
como metales pesados y compuestos organicos persistentes (COPs), que son un potencial
peligro para los organismos marinos, alterando sus mecanismos moleculares, sistema

endocrino, y finalmente pudiéndoles ocasionar la muerte (Nelms et al., 2018).

2.2 Ecotoxicologia acuéatica y Ecotoxicogenémica

La ecotoxicologia una disciplina que estudia el efecto de los contaminantes en el medio
ambiente, ha contribuido a registrar los impactos antropogénicos en los ecosistemas mediante
el uso de biomarcadores. Los cuales pueden medir los efectos a diferentes niveles (celular,
molecular, enzimatico, fisioldgico entre otros) en los organismos que estan expuestos a
contaminantes y que son sensibles a estos manifestando cambios en su fenotipo (Fig. 1). Una
de las herramientas mas usadas para evaluar de manera temprana el efecto de los

contaminantes es mediante cambios en la expresion de genes. Estos cambios también estan



relacionados con el tiempo de exposicién, dosis o concentracion de las sustancias toxicas,
variables ambientales y la susceptibilidad individual de cada organismo. Asi mismo, la
informacion de la expresién génica puede complementarse con datos de analisis
geoquimicos, toxicoldgicos y fisioldgicos, para poder evaluar y predecir la toxicidad de
contaminantes como los metales en organismos acuéticos. El propdsito de realizar estos
estudios es para predecir los efectos de un contaminante y para posteriormente tratar de
minimizar los impactos de éstos en los ecosistemas.

2.2.1 Anélisis de Resonancia Magnética Nuclear de Prontén (‘*HNMR) en estudios

ecotoxicoldgicos
La metabolomica es el estudio de la identificacion y cuantificacion de los metabolitos de bajo

peso molecular (< 2 kDa) en diversas muestras bioldgicas, en donde se puede llevar a cabo
la comparacion de grupos con diferentes condiciones. En ecotoxicologia esta herramienta es
sumamente til para poder identificar metabolitos enddgenos y exdgenos en respuesta a un
estresor ambiental (Fienh 2002; Lankadurai et al. 2013). En 2001, Fiehn introdujo el termino
metabolémica, como el analisis integral y cuantitativo del metaboloma, conjunto de
metabolitos sintetizado por un sistema bioldgico. Tiene aplicaciones en diversas areas

incluyendo la clinica, ambiental, toxicologica, entre otras (Canuto et al., 2018).

La resonancia magnética nuclear de proton (*HNMR, por sus siglas en inglés) es una de las
principales plataformas utilizadas en metaboldmica, tiene varios beneficios al poder medir
perfiles metabdlicos, en su reproductibilidad y en que la muestra no es destructiva, asi como
en la rapida preparacion de las muestras en comparacion conotras plataformas como en la
espectrometria de masas. *HNMR ha sido empleada en diversidad de estudios, sin embargo,
existe un problema con esta plataforma el cual es el sobrelapamiento de espectros, lo cual
reduce la habilidad de identificar y cuantificar los metabolitos. Este problema se resuelve al
realizar un andlisis de segunda dimensién conocidos como analisis de espectroscopia de
resonancia magnética nuclear bidimensional ((DNMR, por sus siglas en inglés), (Griffiths,
2007).

2.2.2 Metabolitos como biomarcadores de contaminacion

El estudio de los metabolitos y sus perfiles con resonancia magnética nuclear (NMR por sus
siglas en inglés) ha sido util para hallar patrones de perfiles metabdlicos en organismos

marinos. Por ejempo, esta ha sido empleada en el sindrome del marchitamiento en el abulén,



en donde se identificaron metabolitos en diferentes tejidos y hemolinfa y compararon los
perfiles de estos entre organismos sanos y organismos enfermos. El uso de NMR ha
contribuido para poder caracterizar los efectos de los estresores ambientales en la salud
(Viant et al., 2003).

Estudios en animales marinos, como la almeja de malina después de exposicion a metales
como el cobre han mostrado cambios en los perfiles metabolomicos. El estudio de Kwon et
al. (2012) sefialan a esta almeja como un buen biomarcador de contaminacién por metales
pesados, en base a su estudio pudo identificar cambios metabdlicos relacionados con la
contaminacion por metales pesados mediante la aplicacion de un analisis metabolémico con
NMR.

En cuanto a la especie L. polyphemus se han realizado estudios sobre la caracterizacion de
metabolitos secundarios resultantes de la actividad fisica en estos artrépodos, asi como de la
exposicion a ambientes hipoxicos. Sin embargo, en estos estudios no contemplan la
evaluacion de la presencia de algun contaminante (Carlsson y Gade, 1986).

2.2.3 Andlisis transcripcionales y su aplicacion en Ecotoxicologia

La transcriptomica es el conjunto total de especies del acido ribonucléico (RNA por sus siglas
en inglés), incluidos los RNA codificantes y no codificantes (n\CRNA, por sus siglas en
inglés), que se transcriben en un determinado tipo de célula, tejido u érgano en un momento
dado bajo condiciones fisiologicas normales o condicion patologica (Assis et al., 2022, Lowe
et al., 2017). Diversas herramientas son utilizadas para identificar y cuantificar a nivel global
los transcriptos (microarreglos, secuenciacion del RNA). Sin embargo, analisis de la
expresion de grupos de genes de interés siguen siendo rutinarios aplicando PCR en tiempo

real (qPCR, por sus siglas en inglés).

Los analisis transcripcionales en especies acuaticas han sido muy empleados. En la actualidad
para evaluar la contaminacion de los océanos y como influye ésta sobre la biodiversidad
marina. Las herramientas transcripcionales nos permiten identificar genes marcadores o
biomarcadores en respuesta a contaminantes, asi como para elucidar los mecanismos de
accion de éstos a un nivel muy especifico. Todo esto nos ayuda a poder documentar e

implementar acciones para conservar la biodiversidad marina (Reid y Whitehead, 2016).



Mediante la seleccion de grupos de genes biomarcadores podemos medir la expresion génica

de estos y evaluar el estado de salud de los organismos expuestos a diversos contaminantes.

Por ejemplo, la especie Anguilla anguilla, fue estudiada para conocer cuéles eran los genes
involucrados en la respuesta a los contaminantes, para esto utilizaron ejemplares expuestos
a sitios con alta contaminacién y baja contaminacion (incluyendo contaminacion por nueve
metales pesados). En sitios con mayor contaminacién, genes relacionados con el
metabolismo de detoxificacion presentan una mayor expresion en comparacion con los sitios

menos contaminados (Pujolar et al., 2012).

En L. polyphemus, existe un anlisis del transcriptoma y del genoma mitocondrial realizado
por Simpson et al. (2017), con el fin de entender mejor los genes relacionados con los ritmos
circadianos asociados con ritmos temporales relacionados con el funcionamiento y la
fisiologia de esta especie. Posteriormente ellos comentan que L. polyphemus, tiene muchos
genes relacionados con los ritmos circadianos, pero las transcripciones parecen no tener un
ciclo en relacién con las horas del dia. Esta informacion también puede ser util para llegar a

comprender mejor aspectos relacionados con la taxonomia y biologia de L. polyphemus.

Para L. polyphemus se han realizado estudios de expresion de genes en individuos sometidos
a presion osmatica y en respuesta a diversos estresores, empleando la respuesta de genes de
proteinas de estrés/choque térmico HSP (por sus siglas en inglés) Greene et al. (2011). En
cuanto a expresion de genes en presencia de metales pesados que pueden ser dafiinos, se han
reportado estudios en L. polyphemus en donde se ha medido el efecto del cobre en los niveles
de expresidn del gen super 6xido dismutasa (SOD) para lo cual fueron empleados embriones
de L. polyphemus como organismos modelo en bioensayos en laboratorio. Se demostro que
(SOD) aumenta sus niveles al exponer a estos embriones a cobre como respuesta a las
especies reactivas de oxigeno (ROS), ademas los embriones expuestos tardaron mas en

eclosionar gque los embriones sometidos en agua simple de mar (Hamilton et al., 2015).

2.2.3.1 Estrés oxidativo y genes bioindicadores como indicador de la presencia de
contaminantes

El estrés oxidativo, es un proceso de oxidacion que ocurre de manera natural en los
organismos aerobios. Esta oxidacidn sucede cuando en el nicleo del &tomo en lugar de haber

dos pares de electrones orbitando alrededor de él, hay una pérdida de un electrén. Los
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electrones desapareados en el &tomo son los conocidos radicales libres, que son altamente
reactivos con otros electrones debido a la excitacion de electrones secundarios o debido a la
interaccion con elementos de transicién. A los radicales libres que tienen la capacidad de
producir dafio oxitativo se les denomina especies reactivas de oxigeno (ROS). La oxidacién
sucede de manera Util en varios procesos bioldgicos. Sin embargo, el estrés oxidativo es un
evento de desequilibrio que se puede definir como: “Un estado en el que la oxidacidon supera
al sistema antioxidante en el cuerpo, secundario a una pérdida del equilibrio entre ellos”. Si
la produccidn de radicales libres supera la capacidad antioxidante se produce estrés oxidativo
y dafio molecular. EI estrés oxidativo genera dafios en los lipidos, y dafio oxidativo en el
DNA, esta relacionado con varios tipos de enfermedades (Yoshikawa y Naito, 2002). Segun
Carvajal (2019) para combatir a las especies reactivas de oxigeno existen complejos
antioxidantes enzimaticos como el glutation peroxidasa, catalasa, y superoxido dismutasa,
por otro lado, exiten compuestos no enzimaticos antioxidantes como la vitamina E, el

glutation y el ascorbato, entre otros.

Dependiendo del modo de actuar de los compuestos toxicos, estos causan en el organismo
cambios a diferentes niveles de organizacion, comenzando desde el nivel molecular, también
llegando a ocasionar cambios en los perfiles metabdlicos, ya que el metabolismo es utilizado
por el organismo como respuesta al tratar de eliminar agentes toxicos. En la actualidad
existen nuevas herramientas que pueden ser aplicadas en el campo de la ecotoxicologia, como
la transcriptomica y la metaboldmica mediante la resonancia magnética nuclear para la

separacion e identificacién de metabolitos (Timbrell, 2009).

Dentro de los marcadores de estrés oxidativo més conocidos estan los eliminadores
enzimaticos de especies reactivas de oxigeno (ROS) como SOD, CAT, GST. Por otro lado,
HPS70 es marcador de toxicidad en donde se observa la regulacion positiva de esta proteina
de choque térmico ante la presencia de contaminantes presentes en el medio ambiente
(Carnevali y Maradonna, 2003).

2.2.4 Efectos por contaminantes emergentes es especies modelo y no modelo

Se ha realizado una larga lista de estudios enfocados a dilucidar los efectos de los
contaminantes emergentes en organismos modelos como Oryzias melastigma en el cual se

han estudiado los efectos de varios contaminantes, para este organismo se cuenta con mucha



informacion referente a morfometria, desarrollo de &rganos, dosis letales, efectos
reproductivos, entre otros (Kim et al., 2016). En especies no modelos como por ejemplo
Galaxias maculatus se ha estudiado las respuestas ante contaminantes emergentes derivados
de la industria farmacéutica en especifico del diclofenaco, donde se observé deterioro de la
defensa antioxidante y dafio oxidativo (peroxidacion de lipidos) (Mc Rae, 2017).

2.2.4.1 Efectos en el desarrollo y reproduccion

Se ha evidenciado que contaminantes emergentes como 17-a-etinilestradiol interfieren en el
sistema endocrino de peces produciendo efectos como reduccion en el peso gonadal en
hembras y expresién del gen aromatasa en machos (cuando este gen generalmente solo se
expresa en hembras) (Scholz y Gutzeit, 2000). En pez cebra se ha encontrado ante exposicion
a bisfenol A malformaciones musculoesqueléticas, malformaciones cardiacas, afectacion de
la fecundidad y fertilidad en hembras y machos, y la viabilidad de la descendencia de
ejemplares expuestos a este contaminante (Goncalves, 2022).

2.2.4.2 Efectos en el sistema inmune

Se ha utilizado al sistema inmune como indicador de toxicidad en cangrejo rojo de rio Cherax
quadricarinatus (una especie no modelo) expuesto a nanoplasticos concluyendo que estos
causan la sobreexpresion de genes LYZ y PPO2 relacionados con el sistema inmunitario
(Cheng et al., 2022). Se encontr6 dafio al sistema inmunolégico de bivalvos Mytilus edulis
en una intensidad variable exponiéndolos a los medicamentos como el sulfametoxazol,
trimetoprima, eritromicina, y psicotrépicos como la fluoxetina, paroxetina, venlafaxina, y
carbamazepina, en diferentes concentraciones (Lacaze et al., 2015).

2.2.4.3 Efectos en dafio al DNA

El pez cebra Danio rerio organismo modelo ha tenido reportes de dafio al DNA. Al respecto
existen revisiones de trabajos con este tema, en donde, se han identificado biomarcadores
Gtiles para estos estudios, asi como el dafio y mecanismos de reparacion sobre una variedad
de contaminantes (Canedo y Rocha, 2021). En un organismo no modelo Barbus plebejus se
expuso a diferentes concentraciones de sedimentos del efluente de Lambro en Italia, el cual
presenta gran variedad de contaminantes emergentes, como disruptores endocrinos,
productos de cuidado personal, productos farmacéuticos, tensoactivos, por mencionar
algunos, estudiaron la reparacion del DNA con los genes (xpa, xpc), encontraron dafio al
DNA y formacidon de aductos de ADN (Casatta et al., 2017).



2.3 Organismos bioindicadores/centinelas

Un bioindicador es un marcador biolégico que puede ser definido segin Gerhardt (2002)
como "una especie o grupo de especies que refleja facilmente el estado abiotico o bidtico de
un medio ambiente y representa el impacto del cambio ambiental en un habitat, comunidad
0 ecosistema o es indicativo de la diversidad de un subconjunto de taxones o de toda la
diversidad dentro de un area". De acuerdo a lo reportado por Van der Oost et al. (2003)
existen tres tipos de biomarcadores estos son de exposicion, de efecto y de susceptibilidad.
Los organismos centinelas son un tipo esencial de biomarcador que bioacumula sustancias
toxicas presentes en su entorno, principalmente a través de su alimentacion, los agentes
toxicos se almacenan en sus tejidos a través del tiempo. De preferencia, las especies utilizadas
como centinelas deben de ser sedentarias para poder vincularse a areas locales, deben de ser
organismos grandes para poder obtener suficiente tejido, ademés de tener una distribucion

amplia para poder facilitar las comparaciones (Gerhardt, 2002).

De acuerdo con el Programa Ambiental de las Naciones Unidas, el biomonitoreo es una
observacion repetida en elementos quimicos y biolégicos, medidos en un espacio y tiempo

determinado y utilizando métodos comparables y previamente estandarizados.

(Sub)organism Species Community Ecosystem Ecoregion

J, i : '

Biomarker Bioindicator Indicator
/ Chemistry
74 \\ Physics
Economy
Sociology
,/ “ - Land's:apc
Pollution Ecological Biodiversity Environmental
bioindicator bloindicator bioindicator indicator
Toxicology Ecology

Effect bioindicator]| Sentinel

' ' ]
Stress Effect Bloaccumulation
response
A A A

Early warning ~¢———»=| Compllance - Diagnosis

Online biomonitoring Trend biomonitoring

Figura 1. Tipos de bioindicadores y su uso en biomonitoreo. Tomado de Gerhardt (2002).
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2.4 Generalidades de Limulus polyphemus
Limulus polyphemus o cangrejo herradura, también es conocido como cacerolita de mar y en

la Peninsula de Yucatan, en lengua maya es el llamado “mex” (Sandoval-Gio et al., 2016).
En el idioma inglés también se le conoce como American Horseshoe Crab, Atlantic
Horseshoe Crab, Horseshoe Crab (Smith et al., 2016).

Pertenece a la superfamilia Limulacea y las cuatro especies existentes se dividen en tres
géneros y dos familias: La familia Limulidae posee a la especie L. polyphemus (Linnaeus)
distribuida en América especificamente desde Maine Estados Unidos, hasta la Peninsula de
Yucatan en México (Fig. 2), y por otro lado esta la familia Tachypleinae distribuida en Asia
y conformada por dos géneros y tres especies: Tachypleus tridentatus (Leach, 1819),
Tachypleus gigas (Muller, 1785), Carcinoscorpius rotundicauda (Latreille, 1802).
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50°0'0"N [ < & % i oA /000N
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Southeast (USA)

30°0'0"NH F30°0'0"N
Northeast Florida Atlantic (USA)
7 (usA) i
; ).
{ Yucatan Peninsula e
{ (Mexico) y = W Yy
] -
20°0'0"NA _ i == 20°0'0"N
Y A N
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{ * -,
90°0'0"W 80°0'0"W 70°0'0"W

Figura 2. Distribucion de L. polyphemus en América. Las areas sombreadas en tono gris
obscuro son las areas en las que se encuentran ejemplares de la especie. Tomado de Smith et
al. (2016).
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Limulus polyphemus posee un exoesqueleto y 6rganos internos. El exoesqueleto se encuentra
dividido en tres secciones articuladas: el prosoma (escudo cefalico), el opistosoma que es la
pieza central que lleva los apéndices branquiales y el telson que es la parte final del cuerpo y
posee forma de espiga (Fig. 3). Estudios y compilaciones de literatura permiten conocer los
limites de distribucion y las condiciones generales que posibilitan la conservacion de la
especie. Aspectos bidticos, ecoldgicos, parametros ambientales como los ambientes
estuarinos, las plataformas continentales y las vias de distribucion de la especie. Ademas, la
temperatura, el tipo de marea y la influencia de especies bentdnicas tienen mucha relevancia,
al ser aspectos fundamentales para la eleccion de sitios potenciales de desove (Tanacredi et
al., 2009).

La especie L. polyphemus estad emparentada con los aracnidos, y estrechamente relacionada
con los escorpiones. De hecho, es un invertebrado marino que apenas ha presentado ligeros
cambios desde hace aproximadamente 200 millones de afios, y ha sobrevivido a varias
extinciones masivas por lo que se le conoce como “fosil viviente”. Se le reconoce como una
especie generalista debido a que se ha adaptado a los cambios ocurridos en su ambiente
(Walls et al., 2002). Sin embargo, en la actualidad las poblaciones de cangrejo herradura del

Atlantico han disminuido considerablemente.

NNCS WAORID - N2
Kipnesura  polyphaimns /

Lete! Cuba

Cangrejo herradura americano (Limulus polyphemus) de la coleccién de Pedro Franco Davila, primer director del Real
Gabinete de Historia Natural. Imagen: Servicio de Fotografia del MNCN.

Figura 3. Imagen de un ejemplar adulto de Limulus polyphemus.
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2.5 Clasificacion taxonémica de Limulus polyphemus

Taxondmicamente, la especie L. polyphemus pertenece al reino Animalia, phylum

Arthropoda, clase Merostomata, orden Xiphosura y a la familia Limulidae (Tabla 1).

El nombre cientifico de este taxon fue acufiado por Linnaeus en 1758. Su sinonimia es

Monoculus polyphemus (Linnaeus, 1758).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de la superfamilia Limulacea a la cual pertenece el
género Limulus. La tabla de derecha a izquierda abarca: rango, nombre y autor (Romero y

Via Boada, 1977)

Rango Nombre Autor
Eukaryota
Opisthokonta Cavalier-Smith, 1987
Reino Animalia
- Bilateria
- Eubilateria Ax, 1987
- Protostomia Grobben, 1908
- Ecdysozoa
- Panarthropoda
Filo Arthropoda Latreille, 1829
Subfilo Chelicerata Heymons, 1901
- Euchelicerata Weygoldt and Paulus, 1979
- Prosomapoda Lamsdell, 2013
Clase Xiphosura
Orden Xiphosurida Latreille, 1802
Suborden Limulina Richter and Richter, 1929
Superfamilia Limulacea Zittel, 1885

2.6 Importancia de Limulus polyphemus (ecoldgica, econdmicay cientifica)

Limulus polyphemus, es de gran importancia ecoldgica, ya que es una especie relacionada

con los cambios en la comunidad bentdnica. Al presentar su maxima abundancia, se sugiere
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que regula la densidad de presas en la Bahia de Delaware en Estados Unidos de Norte
América (Botton, 1984).

Segun Sasson et al. (2020) L. polyphemus en la costa de Florida se reproduce dos veces por
afio (primavera y otofio), pero las poblaciones de L. polyphemus que habitan en climas
septentrionales solo se reproducen durante la primavera. Esta diferencia en los tiempos de
reproduccion se debe a factores como la temperatura del ambiente, desencadenando
disparidad en la disponibilidad de huevos, en el desarrollo de los embriones y en la
competencia de las larvas y juveniles en las distintas poblaciones de L. polyphemus.

Estas diferencias en cuanto a cantidad de huevos y éxito reproductivo tendrian un impacto
en las aves playeras de Delaware, ya que segun Burger et al. (2017) los niveles de metales
pesados encontrados en las plumas de aves playeras estan correlacionados positivamente con
la carga corporal de huevos de L. polyphemus, esto porque los huevos forman parte

importante de la dieta las aves playeras.

Las bacterias son otros organismos que se encuentran relacionados ecolégicamente con L.
polyphemus. Petersen et al. (2020) caracterizaron el bioma de las poblaciones de L.
polyphemus con la region 16S de RNA y encontraron que en los sitios de muestreo se
obtuvieron comunidades bacterianas en comun, pero también se encontraron diferentes

firmas de comunidades bacterianas en los distintos sitios de Jamaica Bay, New York.

Segun Wall et al. (2002) la importancia econémica de L. polyphemus, recae en que a
principios del siglo XXI comenzd a utilizarse como recurso agroganadero y ejemplares eran
utilizados a grandes escalas para la produccién de fertilizantes y piensos para ganado. Sin
embargo, en 1960 su demanda disminuyd, pero a principios de 1970 tuvo un nuevo uso, ahora
como recurso pesquero. En Estados Unidos de Norte América es utilizado para la pesca de
anguila americana (Anguilla rostrada) y caracol de Mar (Busycon spp.), mientras que en la

Peninsula de Yucatan L. polyphemus es utilizado para la pesca de pulpo (Octopus maya).

En cuanto a la importancia cientifica de L. polyphemus se ha reportado su utilizacion para el
desarrollo de vacunas y farmacos, debido a que en su habitat a través de millones de afios se
ha expuesto a grandes concentraciones de bacterias y virus. Por lo tanto, L. polyphemus ha

desarrollado proteinas de amebocitos como un mecanismo de defensa, estas proteinas se
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encuentran en el Lisado de Amebocitos de Limulus (LAL), que provoca la coagulacion sobre
cualquier bacteria por medio de endotoxinas. EI LAL es utilizado para pruebas de drogas.
Sin embargo, para su obtencion se requiere que lamentablemente entre el 15 % y 30 % de
los organismos mueran después de la extraccién de su hemolinfa (Figueroa, 2023).

En la actualidad se teme que la alta demanda de LAL para el desarrollo masivo de dosis de
vacunas para prevenir el SARS-CoV-2 ocasione la matanza masiva de L. polyphemus. Existe
una version sintética del LAL, sin embargo, su uso esta restringido por la Comisién Europea
de Farmacopea EE. UU. (USP). Se requieren dos afios mas de estudios antes de ser aprobados

para su uso en pruebas de drogas en los Estados Unidos de Norteamérica (Larsen, 2020).

2.7 Estudios de disminucion de poblaciones de Limulus polyphemus en Estados Unidos de
Américay la Peninsula de Yucatan

Limulus polyphemus se encuentra en la lista roja (RED LIST) de la IUCN Red List of
Threatened Species™. El 17 de febrero de 2016, se decreté como una especie vulnerable

debido entre otros aspectos a la disminucion de sus poblaciones (Smith et al., 2016).

En Estados Unidos de Norte América, se realizaron estudios enfocados a entender las razones
de la disminucidn de las poblaciones de L. polyphemus en la Bahia de Delaware y en la costa
de Florida (Burguer, 1997). En afos resientes se han llevado a cabo estudios dirigidos a
asociar los biomas relacionados con las poblaciones de L. polyphemus y a predecir como los
parametros de reproduccion pueden responder a los cambios de las condiciones ambientales
y aplicar esta informacidn a las practicas de gestion de conservacion (Peterson et al., 2020,
Sasson et al., 2020).

En la Peninsula de Yucatan Sandoval-Gio et al. (2016) realizaron estudios de la disminucion
de las poblaciones de L. polyphemus en la Reserva de la Biosfera de Rio Lagartos con un
enfoque socioecondmico, con encuestas aplicadas a poblaciones encontraron que el 68.33%
de encuestados considera que poblaciones de L. polyphemus han disminuido, y el 70.67%
opinan que la principal amenaza es la pesca furtiva. Por otro lado, Zamora et al. (2022) realizé
estudios de genética de poblaciones, donde encontré que la poblacién de Rio lagartos tiene

baja diversidad genética y corresponden a una poblacién ligeramente aislada.
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Sandoval-Gio (2020) ha estudiado el impacto del uso ilegal de L. polyphemus como carnada
para la pesca de pulpo (Octopus spp), en la reserva de la Biosfera de Rio Lagartos, en su
trabajo, menciona la importancia de realizar estudios fisicoquimicos, biolégicos y
econdmicos para tratar de dilucidar el impacto del uso de L. polyphemus como carnada para
la pesca de pulpo. Se observd una disminucion en nimero de organismos encontrados
después de la temporada de pesca de este recurso. Recomiendan realizar estudios en donde
habite L. polyphemus y no haya impactos de pesca ilegal.

2.8 Sistemas estuarinos de la Peninsula de Yucatan donde se encuentra presente Limulus
polyphemus

Los estuarios son sistemas complejos que reciben insumos quimicos y el aporte de materiales
disueltos derivados de la meteorizacion quimica de materias terrigenas; y material organico
disuelto y particulado (Fig. 4), ademas la afluencia de agua de mar proporciona una fuerte
solucion de electrolitos superpuesta a la fuente natural son insumos resultantes de las
actividades del hombre (Cronin L., 1975). En la Peninsula de Yucatan se ha reportado la

presencia de L. polyphemus en los estados de Campeche, Yucatan y Quintana Roo. En el
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Figura 4. Intercambio de materia en un sistema estuarino ideal.
Tomado de (Cronin L., 1975).

estado de Yucatan se le encuentra en sistemas estuarinos en sitios como Progreso, Yucalpetén
Sisal, Chuburna y en la zona oriente de la PY en la franja litoral conocida como Rio Lagartos

(Zaldivar-Rae, Universidad Anahuac Mayab, comunicacion personal).
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2.9 Efectos causados por estresores ambientales (contaminantes emergentes) en Limulus
polyphemus

Trabajos realizados en L. polyphemus y dafios causados por distintos metales han sido
realizados en Estados Unidos de Norte América. Trabajos como los de Burger (1997) que
relaciond la contribucién de las cargas corporales en las aves playeras con los metales Hg,
Cd, Cry Mg y se determin6é que de manera general los metales se acumulan mas en los
huevos de L. polyphemus que en los musculos y que en el caso del mercurio se acumula mas

en musculo que en los huevos.

Por otra parte Itow et al. (1998) estudio6 los efectos de metales en el desarrollo de embriones
de L. polyphemus descubriendo que los metales afectan a los embriones. Los metales
empleados fueron Hg, organoestario, Cr, Cd, Cu, Pb, y Zn. El orden presentado en los metales
esta directamente relacionado con el grado de dafio observado en L. polyphemus.

Bakker et al. (2017) indicaron en sus estudios que los elementos no esenciales se
bioacumulan durante las primeras etapas del desarrollo (embrién y larva) en los cangrejos

herradura. Los metales examinados fueron: Ag, As, Cd, Cr, Hg y Pb.

2.11 Hemolinfa y estudios relacionados con presencia de metales y contaminantes

La hemolinfa es anéloga a la sangre. En artropodos, este es el medio liquido por el cual se
transportan nutrientes, oxigeno, entre otros compuestos que permiten el correcto
funcionamiento del organismo. La hemolinfa ha sido utilizada en estudios de contaminacién
por metales en organismos marinos como la almeja Anodontites trapesialis, donde midieron
la bioacumulacién y la respuesta de biomarcadores (Ruiz-Fernandez et al., 2019). Por su
parte Simon et al. (2000) estudiaron la presencia de Cadmio y Metilmercurio en Corbicula

fluminea. Solo por mencionar algunos estudios.

En la especie L. polyphemus la hemolinfa no habia sido utilizada para medir la presencia de
metales u otros contaminantes de manera directa, pero el trabajo de Kwan et al. (2015)
evidencio através de un analisis de la calidad de la hemolinfa ante dosis subletales de
tributilestafio y Cadmio en el cangrejo herradura chino Tachypleus tridentatus anomalias a
nivel de proteina plasmatica, asi como de la viabilidad y porcentaje de amebocitos. Trabajo
en el cual los autores concluyeron que la calidad del plasma es sensible y util como indicador

de las condiciones del habitat y los niveles de contaminantes que este tiene.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En afios recientes, se ha visto reducida la cantidad de organismos pertenecientes a la especie
Limulus polyphemus en la Peninsula de Yucatan. Para L. polyphemus se han realizado
recientemente estudios principalmente enfocados a conocer su a) biologia: estudios a nivel
molecular para conocer la estructura y la diversidad genética con microsatélites (Norefia-
Silva, 2019; Zamora et al., 2022), b) respuesta inmune: se ha estudiado la caracterizacion de
respuesta inmunitaria ante PAHSs (Villegas-Pacheco, 2018), ¢) conservacién: en la Peninsula
de Yucatan donde se aborda la problematica de conservacion de esta especie (Rodriguez,
2022). Las principales amenazas en la Peninsula de Yucatan para L. polyphemus son la caza
ilegal para usarlos de carnada para la pesca de pulpo (Octopus maya), la destruccion de su

habitat, y cambios realizados por la contaminacion.

Sin embargo, no se han reportados estudios que evidencien efectos en hemolinfa de L.
polyphemus a nivel metabdlico y transcripcional relacionados con la presencia de los

contaminantes encontrados en los sitios donde habitan estos organismos.

En otros ecosistemas acuaticos donde se encuentra el cangrejo herradura se han llevado a
cabo estudios que contemplan los efectos de la contaminacidn en su mayoria por metales en
L. polyphemus. Burger (1997), empez0 a realizar estudios en L. polyphemus relacionados con
el impacto que causan los metales sobre esta especie en la Bahia de Delaware en Estados
Unidos de Norte América, debido a que las poblaciones de estos organismos empezaron a
disminuir de manera dréastica al igual que habia sucedido anteriormente en China, en el caso
de China se comprobd que el 25% de muertes 0 mutaciones estaba relacionadas con la
presencia de metales pesados en el ambiente. Sumado a esto Sasson et al. (2020) afirma que
las diferencias entre las temporadas de reproduccién afecta a las poblaciones de cangrejo
herradura de diferente manera ya que L. polyphemus de la costa de florida se reproduce en
primavera y en otofio y las poblaciones de zonas septentrionales se reproducen solo en
primavera. Por otro lado, para las poblaciones de la Peninsula de Yucatan se reportan tiempos
mas prolongados y de manera continua en la reproduccion de L. polyphemus, de octubre a
marzo aproximadamente. Esto puede llegar a ser muy perjudicial ya que las primeras etapas

del desarrollo del cangrejo herradura se dan en el sustrato, el cual tiende a retener mas
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contaminantes. Se ha demostrado que L. polyphemus es muy susceptible a contaminantes y

metales en sus primeras etapas de vida.

La situacién ambiental actual es critica, contaminantes como los plasticos de un solo uso
(SUP) fueron estudiados por Shruti et al. (2020). En la ciudad de México se encontraron 25
metales diferentes y los que se encontraron en mayores niveles fueron Cu, Cr, Mo, Zn, Fe 'y
Pb superando la norma internacional establecida. Los metales son toxicos para los
organismos y se pueden ir acumulando con el paso del tiempo. Metales como el Cobre son
utilizados para realizar procesos de oxidacién mas rapidos en los SUP. Estas bolsas acaban
de manera idonea en los basureros y en las plantas de tratamientos de aguas residuales, pero
en la mayoria de las ocasiones no reciben un tratamiento correcto o lo suficientemente

efectivo. Al final estos metales acaban en los mantos freaticos y en los océanos.

Para el Golfo de México, se han realizado estudios del impacto de los metales en la fauna
bentdnica. Ruiz-Fernandez et al. (2019) comprobo la presencia de metales que se encuentran
en cantidades suficientemente elevadas para poder llegar a causar dafio a la fauna. Para la

Peninsula de Yucatan los metales con concentarciones mas altas fueron Vn, Cu, Niy Zn.

En Yucatan, se han realizado varios estudios relacionados con el impacto de los metales
pesados. Polanco-Rodriguez et al. (2017) realizaron una revision bibliografica que incluye
trabajos de deteccion de metales y los niveles de éstos en el acuifero de la Peninsula de
Yucatan, en los sedimentos (Laguna de Chelem), en el agua (acuifero de zonas agricolas y
urbanas), en el aire (Celestun). También se han llevado a cabo trabajos que comprueban la
presencia de contaminantes como los pesticidas 6rganoclorados en 20 cenotes del estado de
Yucatan, en los que se obtuvo que los niveles de pesticidas en todos estos cuerpos de agua
exceden los limites impuestos por las Normas Oficiales Mexicanas (Polanco Rodriguez et
al., 2015).

En la Peninsula de Yucatan se han realizado trabajos en busca de la presencia de
contaminantes en la zona costera, como el trabajo de Metcalfe et al. (2011) en donde se
determiné la presencia de gran cantidad de contaminantes de diferentes origenes (industrial,
de agricultura, aguas residuales, productos para cuidado del jardin, entre otros); estos
contaminantes tienen impactos potenciales en la zona costera. Por su parte Moreno et al.,

(2021) monitorearon 106 cenotes del acuifero maya verificando por medio de la literatura
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que en el 92 % de estos cenotes se ha reportado la presencia de contaminantes de diversos
tipos, lo cual es una prueba de la gran vulnerabilidad del acuifero ante diferentes

contaminantes provenientes de diversas fuentes.

El suelo Kkarstico de la Peninsula de Yucatan provee un filtro de contaminantes al agua
subterranea que posteriormente desemboca en las costas de Yucatan. Se ha comprobado que
la estacionalidad como las épocas de lluvias esté relacionada con el acarreo de metales y
contaminantes al acuifero y posteriormente a las costas del estado. Yucatan se encuentra en
el ultimo lugar a nivel nacional en saneamiento del agua. No obstante, en la Peninsula de
Yucatan no se han llevado a cabo estudios a niveles moleculares y metab6licos que

demuestren los efectos de estos estresores ambientales en L. polyphemus.

4. JUSTIFICACION

A pesar de que se han realizado diversos estudios en la zona costera de la Peninsula de
Yucatan relacionados con la presencia de contaminantes. Existen pocos estudios que han
documentado los efectos de estos en organismos bioindicadores de importancia ecoldgica,
econdmica Yy cientifica asi como sus consecuencias en la salud humana y en los organismos
que se encuentran en estas zonas. Hasta el momento, se cuenta con poca informacion sobre
los efectos que estresores ambientales tienen en L. polyphemus, una especie en riesgo listada
en la NOM-059-SEMARNAT-2010. Por lo que es importante establecer una linea base en la
deteccién de respuestas tempranas (analisis de la expresion de genes) y fisioldgicas
(metabolitos) asociados con la presencia de los contaminantes mediante su huella quimica.
Esta informacidn puede ayudar a determinar los riesgos que existen en organismos de niveles
inferiores en la cadena trofica y en las poblaciones de la zona costera. Es importante realizar
estudios multidisciplinarios que contribuyan a llevar a cabo acciones para la conservacion de
esta especie en zonas de riesgo (Sandoval-Gio et al., 2020). Se ha propuesto a L. polyphemus
como un bioindicador por su longevidad, y porque habita en un medio sedimentoso donde
suelen acumularse los compuestos toxicos, ademas de que L. polyphemus en una especie
generalista, por lo cual, esta puede bioacumular compuestos toxicos de su medio circundante
(Zaldivar, 2018). Asi como reflejar en la hemolinfa las condiciones de su habitat (Kwan et
al., 2018).
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Este trabajo pretende evaluar la presencia estresores ambientales asociados con
contaminantes en la Peninsula de Yucatan a través de diferentes enfoques (molecular y
metabolémico). Mediante estos enfoques es posible obtener informacién relevante que
contribuya a detectar respuestas asociadas con efectos por la presencia de contaminantes en
esta especie. Lo cual contribuye para plantear estrategias de monitoreo de contaminantes
como los metales y microplasticos. Esto apoyara a tener un mejor manejo y conservacion de

los sitios donde habita L. polyphemus.

5. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

e (Existe algun parametro morfométricos que pueda ser considerado como indicador
de alguna perturbacion por estresores ambientales en los organismos Limulus

polyphemus que habitan diferentes sitios de la Peninsula de Yucatan?

« (Cambios en la expresion de genes de estrés oxidativo y metabolitos importantes
pueden estar asociados con la huella quimica de estresores ambientales y la

concentracion de nutrientes de tres sitios de la zona costera de Yucatan?

6. HIPOTESIS

Estresores ambientales de origen antropogénico presentes en tres sitios de la zona costera
de Yucatan: Telchac, San Felipe y Holbox causan cambios en metabolitos involucrados con

el metabolismo y la expresion de genes de estres oxidativo en Limulus polyphemus.
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7. OBJETIVOS DE INVESTIGACION

Objetivo general

(@]

Investigar cambios en pardmetros morfométricos, el metaboloma de la hemolinfa y
en la expresion de genes de estrés oxidativo en Limulus polyphemus y su posible
asociacion con estresores ambientales presentes en el agua y los sedimentos en tres
sitios de la zona costera de Yucatan: Telchac, San Felipe y Holbox para crear una
linea base ambiental utilizando a L. polyphemus como bioindicador.

Obijetivos especificos

Determinar si existen cambios en algun indicador morfométrico de Limulus

polyphemus en tres sitios de la zona costera de Yucatan

Identificar y evaluar si existen cambios en los metabolitos de la hemolinfa de Limulus

polyphemus provenientes de tres sitios de la zona costera de Yucatan

Evaluar los niveles de expresion de cuatro genes relacionados a estrés oxidativo en la

hemolinfa de Limulus polyphemus en tres sitios de la zona costera de Yucatan
Evaluar si existen cambios en la medicion de parametros fisicoquimicos y la
concentracion de nutrientes de tres sitios de la zona costera de Yucatan y si estos estan

asociados con la presencia de algun estresor ambiental.

Determinar la presencia de algin estresor ambiental asociado con contaminantes
mediante FTIR
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Esquema experimental

En la figura 5 se muesta una sintesis de la metodologia utilizada en este estudio:

/—"\
Pardmetres
fisicoquimicos

muestras

Parametros
ambientales

Medicién de

nutrientes

CTD
multiparamétrico:
salinidad, pH, OD,

Cuantificacién
(Strickland y
Parsons, 1972

Aguay
sedimentos

Andlisis FTIR
!

DS, yT°C

Base de datos
(identificacion de
com puestos)
https://www.science-

and-fun.de/tools/

Revisidn de picos
reportados en
literatura

Parametros
morfométricos

metabolémico

Parametros
biologicos

Anilisis

Peso en gramos y
medidas
corporales: peso,
10, L0, LP, AP,
LTE, LT

Preparacion de

muestras para
extraccion de
metabolitos

Lecturas de
*HNMR
espectrémetro
600 MHz

dentificacion y
cuantificacién
Chenomx

Andlisis
Metaboanalyst

Andlisis de
expresién de
genes

Extraccion ARN
(Chomezynski y
Sacchi, 1987)

Verificacion de
integridad en
bioanalizador

RT-PCR

Validacion de
cebadores

qPCR

cuantificacién

relativa (Pfaffl,
2001)

Analisis en Sigma
Plot

Figura 5. Metodologia implementada en este estudio para el analisis de parametros
ambientales y bioldgicos con el fin del diagndstico de la presencia de contaminantes. La
descripcion de las abreviaciones para los parametros morfométricos son las siguientes:
distancia interérbita (10), longitud del opistosoma (LO), longitud del prosoma (LP), ancho
del prosoma (AP), longitud del telson (LTE) y longitud total (LT).
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8.1.1 Sitios de muestreo
El Puerto de Telchac se ubica en el estado de Yucatén, a latitud 21° 17" y 21° 21"al Norte, y

longitud 89° 25" 00 al Oeste. Se encuentra a 75 km de la Ciudad de Meérida (capital de
estado) (Fig. 6), las actividades que predominan son la pesca y el turismo. Telchac tiene una
temperatura promedio de 25.6 °C, y cuenta con un sistema lagunar estuarino conocido como
“la Ciénega”. La vegetacion esta compuesta en su mayoria de plantas herbaceas y arbustivas
(SEMAR, 2021).

Holbox es una Isla ubicada en las coordenadas 21° 31' latitud Norte y 87° 23" longitud Oeste
en el estado de Quintana Roo. Perteneciente al mar Caribe. Se encuentra a 160 km de la
ciudad de Cancun. Holbox es parte de la Reserva de la Biosfera y area de proteccion de flora
y fauna Yum Balam. Posee una temperatura promedio anual de 24.7 °C. En cuanto a
vegetacion predomina el manglar en la mayor parte de la Isla, el matorral costero y dunas
pioneras. Las principales actividades economicas son el turismo, la agricultura, la ganaderia
y la pesca (SEMAR, 2021).

El puerto de San Felipe pertenece a la Reserva Especial de la Biosfera de Rio Lagartos, en
esta biosfera se llevan a cabo actividades pesqueras, actividades de agricultura, ganaderia y
explotacion de sal. Posee vegetacion sumergida, dunas costeras, manglares y selva baja
caducifolia. En cuanto a San Felipe, esta es considerada de las principales poblaciones
portuarias del estado en el cual el 67.4% de la poblacion se dedica a la ganaderia, actividades
extractivas o a actividades pesqueras (Gémez y Dirzo, 1995). San Felipe se ubica a 193 km
de Mérida, a 21° 21' y 21° 33' latitud Norte y 88°13"' y 88° 35' longitud Oeste. Posee una
temperatura promedio anual de 27.5 °C. Posee numerosos afloramientos de agua dulce al
interior del sistema lagunar donde se localiza la mezcla de estas aguas con el agua del mar
crean un ambiente estuarino (SEMAR, 2021).
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SANFELIPE. | i51BOX

TELCHAC Q - Q

Data SIO, NOAA, U.S. Navy, NGA, GEBCO Landsat / Copernicus

Figura 6. Mapa de la Peninsula de Yucatan con las areas de estudio (Telchac, San Felipe y
Holbox) con marcadores en rojo (Google Earth, 2023).

Para este estudio las coordenadas de los sitios de muestreo fueron 21.563302, -87.336490 en
Punta Mosquitos, Holbox, 21.577296, -88.232636 en Playa Bonita, San Felipe y 21.335743,
-89.283171 en Telchac Puerto.

8.2. Muestreos

Los muestreos realizados en este estudio fueron nocturnos y durante las primeras horas de la
mafiana, antes de la salida del sol en periodos de luna nueva, debido a que algunos autores
mencionan que la luz y la marea alta aumentan la actividad en L. polyphemus (Chabot y
Watson, 2010), aunque por otro lado Brockmann y Johnson (2011) le dan méas peso a la
marea alta que a la fase lunar para actividades relacionadas con la reproduccion de L.
polyphemus. Se realizaron ocho salidas al campo entre las fechas del 27 de octubre de 2021
al 23 de noviembre de 2021, dentro del periodo considerado época de reproduccion de L.

polyphemus en la Peninsula de Yucatan, como lo mencionan Gutiérrez-Barrera y Zaldivar-
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Rae (2013) que esta temporada se lleva a cabo de otofio a invierno donde las temperaturas
son mas bajas y las mareas son mas altas.

8.3. Caracterizacion fisicoquimica del agua

En cada sitio de muestreo se tomaron in situ los parametros fisicoquimicos del agua, con la
finalidad de monitorear los pardmetros de calidad de la misma, con ayuda de un equipo
multipardmetrico de la marca ISY modelo 556 MPS. Antes de cada toma de los valores en
los sitios de muestreo, se midieron los valores en agua purificada limpia para confirmar que
el equipo estuviera bien calibrado, posteriormente se procedié a medir los valores en sitios
donde se colectaron organismos aproximadamente a medio metro de profundidad. Entre
estos parametros se registro el pH, temperatura, oxigeno disuelto mg/L, sélidos disueltos
totales (TDS) s/L, ms/cm y salinidad (ver en el anexo 1 tabla Al). Utilizando la media y la
desviacion estandar de los datos colectados para cada variable se compararon los valores
encontrados en cada sitio con base al nimero de muestras, los graficos se realizaron
utilizando el programa GraphPad Prism version 8.0.0 para Windows, GraphPad Software,

San Diego, California, EE. UU., www.graphpad.com.

8.4. Cuantificacion de nutrientes en agua
La colecta de las muestras de agua de los sitios de muestreo se tomé en botellas de vidrio

limpias, se tomaron 1,000 ml de agua por sitio a una profundidad aproximada de medio
metro. Para el andlisis de nutrientes se utilizaron 500 ml de agua por sitio, y a cada muestra
se analizo por triplicado siguiendo el método de Strickland y Parsons, 1972. La concentracion
de cada nutriente en UM en cada sitio se compararon con las concentraciones de los otros
sitios las diferencias estadisticamente significativas (P = <0.001) en cada sitio con prueba de
t de student (ver anexo 2 tabla A2), empleando con anterioridad una prueba de normalidad
Shapiro-Wilk utilizando el programa SigmaPlot version 12.0, de Systat Software, Inc., San

José California EE. UU., www.systatsoftware.com. Posteriormente, se realizaron los graficos

de diagramas de barras con datos de resumen de la media y barras de error con la desviacion
estandar con GraphPad Prism version 8.0.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego,

California, EE. UU., www.graphpad.com. Los sitios con diferencias estadisticas

significativas de concentracion de nutrientes fueron sefialados con un simbolo asterisco.
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8.5 Andlisis de espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR) en aguay
sedimentos.
El andlisis FTIR es una herramienta cualitativa que permitio identificar la presencia de la

composicién quimica o llamada huella quimica (de substancias inorganicas) en el agua y los
sedimentos de tres sitios de la zona costera de la PY. La espectroscopia infrarroja ha sido una
de las técnicas mas fiables para la identificacion de compuestos puros. Su fundamento fisico
es la interaccion de la materia con la energia infrarroja que genera vibraciones en los enlaces
quimicos presentes en la molécula (Dutta, 2017). Sin embargo, esta también puede ser
empleada en mezclas de compuestos de diferentes tipos.

La metodologia utilizada para el analisis FTIR fue la siguiente: las muestras de agua y
sedimento fueron colectadas en recipientes de cristal con capacidad para 1 litro agua. Las
muestras de agua y sedimento se tomaron a medio metro de distancia mar adentro, se
retiraron los primeros 30 cm de sustrato y se tomaron verticalmente 15 cm aprox. de sustrato

con un ancho aproximado de 5 cm.

Utilizando una espatula se transfirié el sedimento a un tubo Falcon con capacidad de 15 ml.
Posteriormente esta muestra se dividio en alicuotas en tubos de 2 ml, esto también se realizo
para muestras de agua pero utilizando una pipeta de 1 ml, posteriormente, los tubos fueron
centrifugados y se extrajo el exceso del agua (en caso de sedimentos) se les coloco un
recubrimiento de parafina a la cual se le hicieron orificios con una aguja. Se procedid a
liofilizar por 42 horas. Cabe mencionar que para todas las muestras de agua y sedimento se

realizaron 5 repeticiones por sitio.

Las muestras se leyeron en un equipo de Infrarrojo con transformadas de Fourier (FTIR)
marca PERKIN ELMER modelo FRONTERA MIR/NIR. Se procedi6 a tomar una pequefia
cantidad de muestra con ayuda de una espatula de acero inoxidable para ser leidas en el
equipo de FTIR. Las lecturas se realizaron tres veces por sitio. EI Rango de amplitud de onda
utilizado fue de 400 a 4,000 (cm™) con absorbancia (ver la seccion de anexo 3, figura A3), el
namero de scans por sitio fue de 16. Antes de la lectura de las muestras se realizé la medicion

de la linea de fondo.

Para el analisis de las muestras se empled la herramienta de busqueda de compuestos para

FTIR de la pagina https://www.science-and-fun.de/tools/. Los compuestos que no pudieron
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ser identificados por medio de sus longitudes de onda en la pégina de busqueda de

compuestos anteriormente mencionada fueron localizados mediante reportes en la literatura.

8.6 Toma de muestras (colecta de hemolinfa)

La hemolinfa de L. polyphemus fue extraida de cada ejemplar en los sitios de muestreo. En el
sitio 1 (Telchac) se encontraron 12 organismos (n=12), de los cuales 6 muestras
correspondieron a ejemplares hembras y 6 a ejemplares machos. En el sitio 2 (San Felipe)
se obtuvo una n = 4 e identificados como machos. Por ultimo, para el sitio 3 (Holbox) se
obtuvo una n = 3 y fueron machos. Posteriormente se extrajo aproximadamente de 2 -3 ml
de hemolinfa de acuerdo al tamafio del organismo, mediante una puncién en la estructura
conocida como ostion con una jeringa de insulina de 5 ml. Posteriormente la hemolinfa fue
distribuida en dos o tres tubos eppendorf (1 ml por tubo). Cabe mencionar que todos los tubos
fueron etiquetados con el niumero del organismo, fecha de colecta, sitio de muestreo y tipo
de estudio para el cual seria destinado. Posteriormente, los tubos con la muestra se
centrifugaron a 7000 RPM por dos minutos a temperatura ambiente en donde se obtuvieron
dos fases (sorbrenadante; fase liquida y fondo; fase precipitada). Ambos sobrenadante y la
fase precipitada fueron removidos y colocado en diferentes tubos eppendorf para las pruebas
de optimizacion de la extraccion de RNA y metabolitos. En este estudio para ambos analisis
de la expresion de genes y metabolitos, solo se utilizo la fase precipitada (corresponde a los
hemocitos de la hemolinfa). Los tubos con los precipitados (pellets) fueron distribuidos de
acuerdo al volumen obtenido: A) Se tomo 1 ml para los analisis de expresion de genes a esta
muestra se le agregd 1 ml de RNA Shield Zymo Research, para evitar su degradacion (en
caso que se obtuviera mas muestras se destino esta (1 ml para completar los analisis de la
expresion de genes). B) Se tomo 1 ml para los andlisis de metabolitos, a esta muestra se le
agrego 1 ml de buffer fosfato y fue destinado a la realizacion de analisis de metabolitos. Los
tubos fueron marcados como (metabolitos de fondo), a la fase liquida también se le agrego
buffer de fosfato y se marcaron como (metabolitos de superficie). Esto con el objetivo de
realizar pruebas a ambas fases. Posteriormente los tubos se mantuvieron en neveras con
bolsas de gel refrigerante para conservar su integridad, y posteriormente fueron resguardados
en los ultracongeladores del Laboratorio de Biotecnologia y Toxicologia Molecular a -20 C
y -80 C para su posterior utilizacion. Es importante mencionar que la colecta de la hemolinfa

de L. polyphemus se realiz6 cumpliendo con todos los permisos y licencia de colecta
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cientifica impuesta para el manejo de L. polyphemus por la norma oficial mexicana NOM-
059 (SEMNART, 2010).

8.6.1. Medicion de los parametros morfométricos en Limulus polyphemus
Se obtuvo una n total de 19 organismos, en Telchac una n =12 (6 machos y 6 hembras), en

Holbox una n = 3 (machos) y en San Felipe una n = 4 (machos). Los ejemplares fueron
primeramente sexados conforme lo reportado en la literatura (Brockmann y Penn, 1992).
Identificando su primer par de apéndices el cual en base a la forma de gancho corresponde a
machos y en forma de pinzas en hembras. Para todos los organismos se registrd su peso en g
y se tomaron las medidas en cm empleando un ictiometro. Los datos de las variables medidas
fueron el peso, distancia interocular (10), longitud del opistosoma (LO), longitud del
prosoma (LP), ancho del prosoma (AP), longitud del telsén (LTE) y longitud total (LT),
siendo un total de siete parametros a evaluar. Para determinar la existencia de diferencias
estadisticas significativas de los pardmetros mormométricos y los diferentes sitios (se
compard un sitio contra otro sitio, para las siete variables), se utilizo una prueba de t de
student de diferencia de medias y un ANOVA de una via. Cuando los datos no se
distribuyeron normalmente o la prueba de homocedasticidad fallo, se realizo la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de Mann Whitney. En ambos analisis
se calculd una prueba de normalidad (Shapiro-Wilk) y una prueba de igualdad de varianzas.
Asi mismo se realizé una comparacion entre hembras y machos del sitio del Telchac, seguido
se realizé una comparacion de los valores de indicies morfométricos de los organismos
machos y hembra de Telchac contra Holbox y San Felipe. Por ultimo, se compar6 Gnicamente
organismos machos en todos los sitios, para todos las comparaciones se utilizé SigmaPlot
version 12.0, de Systat Software, Inc., San José California EE. UU.,

(www.systatsoftware.com). Seguido, se realizaron los graficos con datos de resumen de la

media y la desviacién estandar con GraphPad Prism version 8.0.0 para Windows, GraphPad

Software, San Diego, California, EE. UU, (www.graphpad.com). Para todos los casos se fijé

un nivel de confianza del 95 % para la grafica de peso (g) se empled la mediana y los valores
individuales de dispersion a intervalos, para las gréaficas de medidas (cm) se emplearon las

mismas herramientas graficas con la diferencia de que se emplé la media.
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8.7. Identificacion y cuantificacion de metabolitos:

Para el andlisis de metabolitos (ver condiciones de muestreo y toma de muestras en las
secciones 8.6 y 8.7) se utiliz6 una n =3-4 muestras, esto en base a que en un sitio solo se
obtuvieron 3 muestras, el numero utilizado esta entre lo sugerido como minimo para el
analisis de metabolitos. Para cada muestra por individuo se realizaron tres replicas, para
estandarizar la variacion bioldgica de cada organismo (Sumner et al., 2007). En total para
este analisis se utilizaron 14 muestras las cuales corresponden a los tres sitios de muestreo y
organizadas de la siguiente forma. Para Telchac se utilizé una n = 8 (4 hembras y 4 machos),
Holbox n = 3 machos, San Felipe n = 3 machos para identificar la presencia de metabolitos
en la hemolinfa de L. polyphemus.

8.7.1. Preparacion de muestras para 'HNMR

Los tubos eppendorf con muestras de hemolinfa (fase precipitada) y el buffer de fosfato
previamente resguardados a -20°C, fueron descongelados y se centrifugaron a temperatura
ambiente a 14,000 RPM por 5 minutos. Posteriormente se extrajo 1 mL del sobrenadante (la
fase liquida) y se resguardd la fase solida, el sobrenadante se transfirio a nuevo tubo
eppendorf de 2 mL donde se adicioné 1 mL de una solucion de referencia (TSP) 3-
trimetilsilil-2, 2, 3,3-d4-propionato al 0.05% en D>O (con una concentracion de 0.0.2902
MM, y un pH de 7 £ 0). EI TSP fue utilizado como estandar quimico, quedando la muestra
en una proporcion 1:1, posteriormente los tubos fueron depositados en un agitador (vortex)
hasta homogeneizar bien la muestra. Por ultimo, los tubos eppendorf se pasaron a una
microcentrifugadora donde se realizd un spin con una corrida corta y rapida. Seguido se
extrajeron alicuotas en tubos de 1.5 mL con 600 pl de muestra en cada tubo (se utilizaron 3
replicas técnicas) por cada muestra bioldgica. Posteriormente con ayuda de una pipeta

Pasteur se transfirieron las alicuotas a tubos de RMN de 5 mm para su posterior lectura.

8.7.2. Condiciones para la lectura de muestras para ‘"HNMR Procesamiento, adquisicion de
espectros de ‘HNMR

Las muestras fueron leidas a una temperatura de 25 °C utilizando un equipo de resonancia
magnética Varian 600MHz AR Premium Compact (Varian-Agilent, Santa Clara, California,
EE. UU.). El campo magnético fue de 14.1 T, Se utiliz6 la secuencia PRESAT para eliminar
o minimizar al maximo la sefial de agua. Se realizd la correccidon de linea base, que fue

mejorada posteriormente (ver apartado 7.7.3) La frecuencia fue de 599.76 Hz y tiempo de
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adquisicion fue de 3s mientras que el tiempo de relajacion fue de 2s. En todas las muestras

se utilizaron pardmetros constantes para tener mayor garantia en los resultados.

7.7.3. Identificacion y analisis de espectros

Para la determinacion del perfil metabdlico (presencia y cantidad) en la hemolinfa de L.
polyphemus L. polyphemus, se utilizd el programa CHENOMX profiler para identificar los
metabolitos y para la elaboracion de una matriz con la caracterizacion de los metabolitos
identificados en las muestras de cada sitio. Se aplico la correccion de la linea base
nuevamente empleada usando el programa CHENOMX processor, y el estandar referenciado
para esta correccion fue el TSP (6 0.0) (Chenomx NMR Suite version 9.02. Chenomx Inc.,
Edmonton, Canadd). Los analisis estadisticos se realizaron con el software Metaboanalyst

que se encuentra disponible en internet (https://www.metaboanalyst.ca/home.xhtml). Para

los analisis en Metaboanalyst se ingresé la matriz elaborada utilizando el formato CSV. La
matriz tuvo 14 muestras y 11 metabolitos. Las muestras se normalizaron con la mediana, la
transformacion de los datos se llevo a cabo con la raiz cuadrada y para el escalonado de los
datos se utilizo el diagrama de Pareto. Para la comparacion por sexo se utilizo una prueba de
t de student (P = <0.05), para la comparacion por sitios se emple6 un ANOVA de un factor
con una prueba post hoc LSD de Fisher (P = <0.05), para amabas comparaciones (Sexo y
sitios) se llevaron a cabo andlisis discriminantes PLS-DA, analisis VIP y por ultimo se

emplearon mapas de calor.

Para validar los espectros obtenidos, se realizaron lecturas para NMR de dos dimensiones
2D-HSQC (*H-'3C) de tres muestras tomadas al azar, correspondientes a cada sitio de
muestreo, estas fueron leidas con el software MestReNova (Mestrelab Research SL, Santiago

de Compostela, Espafia).

8.8. Cuantificacién de expresion de genes (CAT, SOD, GST, HSP70)
Para la cuantificacion de la expresion de los transcriptos de MRNA se llevd a cabo la siguiente

metodologia:

= Se disefiaron cebadores de genes utilizados como biomarcadores de estrés oxidativo.
= Se realizo la extraccién de RNA con el método de Chomczynski 'y Sacchi, 1987.
= Se realizo la sintesis de cDNA con el Kit comercial de Thermo Fisher Scientific.

= Validacion de primers mediante curvas estandar (determinacion de la eficiencia).
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= Cuantificacion de expresion de genes por método relativo (Pfaffl, 2001).
8.8.1 Disefio de cebadores
Se disefiaron cebadores especificos utilizado secuencias de mMRNA reportadas en la base del
GenBank del National Librery of Medicine del National Center of Biotechnology

information (NCBI) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ en el apartado de Nucle6tidos

(Tabla 8), especificamente MRNA en L. polyphemus secuencia FASTA, region CDS. Para
el disefio de los cebadores se empled el programa versién 4.1.0 https://primer3.ut.ee/, las

especificaciones para correr el programa fueron las siguientes: 150 pb para la longitud
maxima del tamafio del amplicon, Tm dptima de 60°C con 1°C de diferencia como maximo
entre cebadores, el contenido de GC% de entre 20 y 80% respectivamente (Dieffenbach et
al., 1993). Los cebadores sintetizados (Tabla 9) fueron elaborados por la empresa T4 Oligo
(Irapuato, México) RPL3, SOD, los cebadores restantes GST, CAT, HPS70 fueron
sintetizados por Integrated DNA Technologies (IDT; Coralville, 1A, EUA). Las secuencias
de los amplicones pueden consultarse en el anexo 6 (Figura A6.1 — A6.5). Se realizd un
alineamiento con la secuencia reportada en el gen bank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) del gen de interés y los cebadores disefiados para
verificar la especificidad del fragmento del gen de interés. Esto se llevo a cabo en el programa
en linea Multalin de Florence Corpet http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/ (Gltima
modificacion 28/03/2000 consultado el 06 de 03 de 2023), y en programa Clustal Omega

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ (Servicios de herramientas de busqueda y analisis
de secuencias de EMBL-EBI en 2022 consultado el 06 del 03 del 2023). EI complemento del

cebador inverso fue generado en el programa de bioinformética en linea Reverse complemet

https://www.bioinformatics.org/sms/rev._comp.html

Los cebadores fueron llevados a una concentracion de 10 nm, en un volumen total de 500 pl,
para lo cual se tomé 50 pl del cebador stock (100 nm) y en un tubo previamente esterilizado
se agregaron 450 ul de agua ultrapura de grado molecular. Las nuevas alicuotas fueron

vortexeadas y almacenadas a -4°C.

Para probar la especificidad de los cebadores se realizaron reacciones de PCR tiempo real.
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8.8.2. Preparacion de muestras para la extraccion de RNA

Las muestras resguardadas a -20 °C fueron descongeladas y se centrifugaron a 14,000 RPM
por 1 minutos a una temperatura de 4 °C. Se elimino el sobrenadante y se preservo el
precipitado obtenido, este precipitado fue cuidadosamente manipulado, sacandose de sus
tubos y secados manualmente con unas toallas limpiadoras desechables de la marca Kimtech
Sciencese y porteriormente fueron secadas en una campana de flujo laminar por 30 minutos
aproximadamente.

8.8.3. Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se realizd con el método de extraccion de RNA de Chomczynski y
Sacchi (1987). Seguido se realizé la purificacion de RNA con el kit Turbo DNA-free. No se
realizo la purificacion con fenol-cloroformo (Chomczynski y Sacchi, 1987) por degradacion
del RNA.

8.8.4. Verificacion de la integridad de RNA

Se midid la concentracion de RNA extraido por medio de un espectrofotometro (Nanodrop
2000, Thermo Scientific, Waltham, Massachusets, USA). Posteriormente se analizaron las
muestras para confirmar su pureza en un bioanalizador Agilent 2100 (ver en anexo 7 figura
A7.1y A7.2).

8.8.5. Sintesis de cDNA

RT-PCR para obtener una doble hélice se realizo la sintesis de cDNA con el kit de reaccion
de Thermo Fisher Scientific. EI termociclador utilizado fue de la marca Veriti® (Applied
Biosystems™, Athens, Georgia, USA). En un tubo de PCR se adicionaron 2000 ng de RNA
en unvolumen de 11 pl, a esto se le agrega 1 ul de randoms primers para obtener un volumen
total de 12 pl, seguido se mezcla suavemente, centrifugd brevemente e incub6 a 65 °C
durante 5 min, se enfrio, se centrifugd y se volvié a mantener en frio, posteriormente se
afiaden los siguientes componentes en el siguiente orden: reaccion tampon 5X 4 pl, RiboLock
RNase inhibidor 1 pl, 10 mM dNTP Mix 2 ul, RevertAid M-MuLVRT 1 ul, para obtener un
volumen final de 20 pl. Todo esto es para obtener la mezcla RT, para la —RT se mezclan
estos componentes en el mismo orden pero no se agrega RevertAid M-MuLVRT, en su lugar

se aflade 1 pl de agua libre de nucleasas grado molecular.
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En frio se adiciono a las muestras la mezcla RT y una —RT, asi mismo se utiliz6 como control
negativo solamente agua. Posteriormente se llevaron las muestras a un termociclador en el
siguiente programa por instrucciones del proveedor: alineamiento 25 °C 5 min; extension 42

°C 690 min; inactivaciéon 70 °C 15 min; enfriamiento 4 °C co.
Realizacion de la curva estandar

Para la preparar la curva estandar se tom6 1 pl de ¢ DNA correspondiente a cada muestra

con un total de 15 pl para obtener un pool de cDNA representativo al 100 % de las muestras.

Con el pool de cDNA se realizaron 8 diluciones con 10 pl de cDNA pool y 10 pl de agua
ultrapura libre de nucleasas grado molecular para obtener un volumen total de 20 ul. La

dilucion estuvo en una relacion 1:2.

Se eligio la cuarta dilucion con una concentracion de 4.6.25 ul, volumen de cDNA 1.25.
volumen de agua 18.75. Las curvas se corrieron con triplicados para obtener las condiciones
Optimas de corrida de para los oligos empleados (Tabla 10). Las validaciones se realizaron
con comparaciones de eficiencia entre el gen de interés con el gen endégeno comparando CT
del gen enddgeno y gen de interés por cada dilucion (Fig. 27-31). Después de la validacion
se procedio a correr las muestras con sus triplicados para el gen enddgeno y los genes de

interés.

8.8.6. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real

La g-PCR se llevo a cabo con cuantificacion relativa por el método de método de Pfaffl,
2001. Se us6 RPL3 como gen enddgeno. La ecuacion 1 muestra la relacion matematica del

modelo de expresion relativa de genes en PCR tiempo real.

(E objetivo)ACP objetivo (control-muestra)
(E ref) ACP Tef(control—muestra)

Relacién de expresion = (Ecuacion 1)

Donde:
E objetivo = eficiencia PCR tiempo real gen de interés.
E ref = eficiencia PCR tiempo real gen de referencia.

ACP objetivo = Desviacion de puntos de cruce (CP) de control: muestra de transcripcion del

gen de interés.
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ACP ref = Desviacion de control de CP — muestra de transcripcion del gen de referencia.

Se obtuvo en total una n = 15, Telchac 9 (4 hembras y 5 machos), Holbox n = 3 machos, San
Felipe n = 3 machos.

La g-PCR se realizé en un termociclador, por cada muestra se realizaron triplicados y se
emplearon —RT y un control negativo (agua). La reaccion estuvo conformada por agua, oligo
sentido y antisentido y SYBR GREEN master mix, todos los componentes mencionados
anteriormente con un volumen de 14 pl, a los cuales se les afiadié al final 1 ul de muestra
para un volumen total de 15 pl. En el programa de PCR que por defecto trae el equipo
empleado, Unicamente variaron las temperaturas de alineamiento, las concentraciones de los
primers esto con base a las condiciones optimas (ver tabla 10). Para la q-PCR se empled un
agente intercalante utilizado en la tincion de DNA “SYBER Green” PCR Master Mix
(Applied Biosystems™, Athens, Georgia, USA). La PCR tiempo real se realiz6 en un
termociclador de la marca StepOnePlus™ los resultados fueron observados y extraidos de

StepOne™Software version 2.3.

Los datos del grado de cambio de expresio génica “Fold change” (expresion en idioma inglés)
se sometieron a una prueba de t de diferencia de medias para datos con distribucion normal,
para los datos que no presentaron un comportamiento normal se utilizé la prueba de suma de
rangos de Mann-Whitney, en ambos analisis se calculd una prueba de normalidad (Shapiro-
Wilk) y una prueba de igualdad de varianzas (ver en anexo 8 tabla A8.1 y A8.2). Se comparé
un sitio tomado como control contra otro sitio, para los 4 genes en total, utilizando SigmaPlot
version 12.0, de Systat Software, Inc., San José California EE. UU.,

www.systatsoftware.com. Seguido, se realizaron los graficos con datos de resumen de la

media y la desviacion estandar con GraphPad Prism version 8.0.0 para Windows, GraphPad

Software, San Diego, California, EE. UU., www.graphpad.com. Para todos los casos se fijé

un nivel de confianza del 95 %.
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9. RESULTADOS

9.1. Pardmetros ambientales en agua y sedimentos

9.1.1 Caracterizacion fisicoquimica del agua
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Figura 7. Graficas de las variables fisicoquimicas medidas en los tres sitios de muestreo

Telchac, San Felipe y Holbox. Los diagramas representan:

conductividad, (c) solidos disueltos totales, (d) salinidad, (e) oxigeno disuelto y (f) pH. En
las columnas que pertenecen a cada sitio se representan con figuras los valores de las medias,

las lineas verticales representan las barras de error utilizando la desviacion estandar, las lineas

horizontales conectan los valores medios de cada sitio.

San Felipe presentd los valores mas altos de temperatura de 29.6 °C, conductividad de 60.5

mS/cm, el valor medio mas alto para el pardmetro sélidos disueltos totales se registrd en
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Holbox con un valor de 36.7 g/L. Sin embargo, San Felipe presentd valores cercanos de
solidos disueltos totales con un valor medio de 36.1 g/L. La salinidad con valor medio més
alto se present6 en Holbox con 37.6. Telchac presentd los valores méas altos de oxigeno
disuelto de 7.2 mg/L y pH de 8.9 (Fig. 7).

9.1.2 Cuantificacion de nutrientes en agua

Fosfatos
HOLBOX
SAN FELIPE *
TELCHAC
I 1 1 1 1
0 2 4 6 8
Concentracion (pM)

Figura 8. Valores de fosfato (uUM) en los sitios de Telchac, San

Felipe y Holbox de la Peninsula de Yucatan.

En la figura 8 se observa que San Felipe presentdé mayores concentraciones de fosfato con un
valor medio de 6.93 UM. El asterisco representa el sitio correspondiente en el cual se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (P = <0.001) con respecto a los demas

sitios de muestreo.
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Nitritos

HOLBOX

SAN FELIPE

TELCHAC

I T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

Concentracion (uM)

Figura 9. Valores de nitritos (M) en los sitios de Telchac, San

Felipe y Holbox de la Peninsula de Yucatan.

Respecto a los nitritos, San Felipe presentd mayores concentraciones con un valor medio de
0.31 uM (Fig. 9). El asterisco representa el sitio correspondiente en el cual se encontraron

diferencias estadisticamente significativas (P = <0.001) con respecto a los demas sitios de

muestreo.
Nitratos
HOLBOX
SAN FELIPE
TELCHAC *
I 1 I 1 1 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Concentracion (pM)

Figura 10. Valores de nitratos (UM) en los sitios de Telchac, San

Felipe y Holbox de la Peninsula de Yucatan

En la figura 10 se observa que Telchac presenté mayores concentraciones nitratos con un
valor medio de 2.01 uM. EI asterisco representa el sitio correspondiente en el cual se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (P = < 0.013) en este caso es Telcha

vs. San Felipe.
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Silicatos

HOLBOX *
SAN FELIPE *
TELCHAC *
I 1 I 1 1
o 100 200 300 400

Concentracion (uM)

Figura 11. Valores de silicatos (UM) en los sitios de Telchac, San
Felipe y Holbox de la Peninsula de Yucatan.

Telchac presentd mayores concentraciones silicatos con un valor medio de 378 uM (Fig. 11).
El asterisco representa el sitio correspondiente en el cual se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (P = <0.001) en este caso todos los sitios presentaron

diferencias estadisticamente significativas entre ellos.

Amonio
HOLBOX *
SAN FELIPE %*
TELCHAC *
I 1 1 1 1
0 20 40 60 80
Concentracion (uM)

Figura 12. Valores de amonio (1M) en los sitios de Telchac, San

Felipe y Holbox de la Peninsula de Yucatan.
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San Felipe presentd mayores concentraciones amonio con un valor medio de 60.28 pM como

se observa en la figura 12. El asterisco representa el sitio correspondiente en el cual se

encontraron diferencias estadisticamente significativas (P = <0.001) en este caso todos los

sitios presentaron diferencias estadisticamente significativas entre ellos. Los resultados de

todas las mediciones de los nutrientes se presentan en la tabla A2.

9.1.3. Analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) en

agua y sedimentos

Tabla 2. Asignaciones de bandas de analisis FTIR de posibles contaminantes en la coleccion

de muestras de agua de los tres sitios de muestreo (S=Muestra; w=agua; Iw=Agua

liofilizada).
ID-S Contaminante Numero de onda Asignacién Referencia
[cm'] del pico
TCH-lw Aragonito 856.27 Hassaan and El
Nemr, 2021.
TCH-lw Polipropileno PP 997.03 Veerasingam et al.,
2021.
TCH-lw Acido acético 1422.36 Zhuang et al., 2020.
TCH-lw Nitrilo 1610 Veerasingam et al.,
2021.
TCH-Iw Formacion de sales  3343.94 Zhuang et al., 2020.
de amina
cuaternaria
TCH-Iw Illita 847.91 Saikia et al., 2016.
TCH-Iw Dioxano 1115.41 Zhuang et al., 2020.
TCH-Iw Acido acético 1423.5 Zhuang et al., 2020.
TCH-lw Sin informacion 1544.75- 1615.74 NH Herramientas
espectroscopicas,
2022.
TCH-lw Formacion de sales  3336.24 - 3348.76 Zhuang et al., 2020.
de amina
cuaternaria
TCH-lw Ilita 850.41 Saikia et al., 2016.
TCH-lw Acido acético 1420.83 Zhuang et al., 2020.
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ID-S Contaminante Numero de onda Asignacion Referencia
[cm'] del pico
TCH-lw ChCL-PB 1609.46 Cc=C Zhuang et al., 2020
extension
SF-lw Agua cristalina 3496.56 O-H Herramientas
espectroscopicas,
2022.
SF-lw ChCL-PB 1609.74 c=C Zhuang et al., 2020
extension Veerasingam et al.,
2021.
SF-lw Nylon 1543.95 Veerasingam et al.,
2021.
SF-lw Calcita 1418.24 C-N=0 Hassaan y EI Nemr,
2021.
SF-lw Sin informacién 1107.06 C-F Herramientas
aromatico espectroscopicas,
2022.
SF-lw Sin informacion 845.18 Aromatico Herramientas
aislado C-H  espectroscopicas,
2022.
SF-lw Formacion de sales  3336.05 - 3342.96 Zhuang et al., 2020.
de amina
cuaternaria
SF-lw Calcita 1422.66 C-N=0 Hassaan and El
Nemr, 2021.
SF-lw Lignina 1108.75 C-F Zhuang et al., 2020.
aromatico
SF-lw Agua cristalina 3493.26 O-H Herramientas
espectroscopicas,
2022.
SF-lw Formacion de sales  3336.05 Zhuang et al., 2020.
de amina
cuaternaria
SF-lw Cloroformo 1439.46 CH3 CH2 Zhuang et al., 2020.
SF-lw Lignina 1108.86 C-F Zhuang et al., 2020.
aromatico
HB-Iw Formacion de sales  3343.35 - 3343.77 Zhuang et al., 2020.

de amina
cuaternaria
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ID-S Contaminante Numero de onda Asignacion Referencia
[cm'] del pico
HB-Iw ChCL-PB 1610.57 - 1611.52 Cc=C Zhuang et al., 2020.
extension
HB-lw Nitrilo 1438.98 - 1439.5 CH3 CH2 Veerasingam et al.,
2021.
HB-lw Sin informacion 1101.29 - 1109.8 C-F anillo Herramientas
benceno espectroscopicas,
aromatico 2022.
HB-lw Agua cristalina 3494.22 O-H Herramientas
espectroscopicas,
2022.
TCH-w Agua cristalina 3319.64 - 3331.03 O-H Herramientas
espectroscopicas,
2022.
TCH-w Carboxilato de 1636.44 - 1636.69 (6{0]0)] Ibrahim et al., 2008.
metal estiramiento
asimétrico
SF-w Agua cristalina 3329 - 3338.41 O-H Herramientas
espectroscopicas,
2022.
HB-w Agua cristalina 3330.95- 3332.11 O-H Herramientas
espectroscopicas,
2022.
HB-w carboxilato de metal 1636.67 - 1636.92 (6{0]0)] Ibrahim et al., 2008.
estiramiento
asimétrico

En la tabla 2 se observan todos los compuestos encontrados en muestras de agua de Telcha,

San Felipe y Holbox. En Telchac se regsitraron compuestos como argonito y polipropileno,

en San Felipe entre algunos de los compuestos registrados estan la lignina, la calcita, y el

nylon. Por ultimo, en Holbox se registrd nitrilo entre otros compuestos. En los analisis de

agua se observa gue una muestra por cada sitio registro la presencia de microplasticos.
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Tabla 3. Asignaciones de bandas de anlisis FTIR de posibles contaminantes en muestras de
sedimentos de los tres sitios de muestreo (S=muestra; s=sedimento; * precaucion/para

verificar).
ID-S Contaminantes Numero de onda Asignacion del pico Referencia
[cm™]
TCH-s Polietileno de alta o 712 h- C=C _-h/Ch Veerasingam et
baja densidad vibracién oscilante *  al 2021.
TCH-s Dioxano 871 aromatico aislado c-  Zhuang et al
H 2020.
TCH-s Caolin 1047 Si-O-Si asimétrica Saikia et al
2016
TCH-s Policarbonato 1406 NO3- Veerasingam et
al 2021.
TCH-s Etanol 2989 O-H Zhuang et al
2020.
TCH-s Nylon 3289 Agua*/N-H Veerasingam et
extension * al 2021.
SF-s Poliestireno 699 CH aromatico fuera  Veerasingam et
del plano de flexion.  al 2021.
SF-s Polietileno de alta o 712 Balanceo CH2 Veerasingam et
baja densidad al 2021.
SF-s Polipropileno 855 c-H aromatico Veerasingam et
aislado al 2021.
SF-s Polietileno de 1082 C-O vibracion de Veerasingam et
tereftalato PET estiramiento al 2021.
SF-s Policarbonato 1408 NO3- Veerasingam et
al 2021.
SF-s Acrilonitrilo 2924 C-H estiramiento Veerasingam et
butadienos estireno simétrico al 2021.
HB-s Poliestireno 699 CH aromatico fuera  Veerasingam et
del plano de flexion.  al 2021.
HB-s Polietileno de alta o 712 balanceo CH2 Veerasingam et
baja densidad al 2021.
HB-s Polipropileno 853 c-H aromatico Veerasingam et
aislado al 2021.
HB-s Polietileno de 1082 C-O vibracion de Veerasingam et

tereftalato PET

estiramiento

al 2021.
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ID-S Contaminante Numero de onda Asignacion del pico Referencia
[em’]
HB-s Nitrilo-Latex 1443 Veerasingam et
al 2021.
HB-s Policarbonato 1785 NO3- Veerasingam et
al 2021.
HB-s Acrilonitrilo 2925 C-H estiramiento Veerasingam et

butadienos estireno

simétrico

al 2021.

Los compuestos registrados en las muestras de sustrato de Telchac, San Felipe y Holbox se

observan en la tabla 3. En Telchac se registr6 la presencia de plietileno, policarbonato y

nylon. En San Felipe se registro poliestireno y polietileno de alta y baja densidad. Por ltimo,

en Holbox se registré poliestireno, polipropileno, polietileno, nitrilo y policarbonato. Se

puede observar que las muestras de sustrato presentan mayor incidencia de contaminacion

por microplasticos.
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9.2. Parametros bioldgicos en Limulus polyphemus
9.2.1 Parametros morfométricos

El ancho del prosoma (AP) en Telchac (machos y hembras) y Holbox tuvo un valor
estadisticamente significativo (P = 0.049). El (AP) en Telchac y San Felipe calculado con la
prueba de suma de rangos de Mann-Whitney fue significativo con una (P = 0.004) (Fig. 15).
En cuanto a la comparacion entre machos tUnicamente (Fig. 16), se empled una prueba de t
en los sitios Telchac y San Felipe se encontr6é una diferencia significativa en el ancho del
prosoma (AP) P = <0.001.

Para los otros 6 parametros medidos y comparados Gnicamente en machos no se observaron

diferencias significativas entre los sitios (ver anexo 4 tabla A4.1, A4.2 y A4.3).

En Telchac (machos contra hembras) todos los indices morfométricos fueron
estadisticamente significativos con excepcion de la longitud del prosoma (LP). IO P =
<0.001, LO P =<0.001, AP P = <0.001, LTEP =0.019, LT P = 0.005.

La diferencia entre distancia interocular (10) entre los sitios de Telchac (incluyendo machos
y hembras) y San Felipe fueron estadisticamente significativa con un valor de (P = 0.029)

calculado con la prueba de suma de rangos de Mann-Whitney.

La diferencia entre la longitud del opistosoma (LO) entre los sitios de Telchac (incluyendo
machos y hembras) y San Felipe es estadisticamente significativa con un valor de (P = 0.013)

calculado con la prueba de t de student.

El peso del cuerpo (g) presenté un rango mas amplio en el sitio de Telchac (241 — 1298 gr).
Una diferencia significativamente estadistica (entre machos y hembras) con P = 0.002

calculado con la prueba de t de student (Fig. 13).
El indice Peso en Telchac (machos y hembras) y San Felipe calculado con la prueba de suma
de rangos de Mann-Whitney tuvo un valor (P = 0.034) lo que representa una diferencia

significativa entre estos sitios.

La comparacién del peso Unicamente en machos no present6 diferencias significativas en

ninguno de los tres sitios de muestreo (Fig.14).
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Peso machos y hembras
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Figura 13. Gréafico de la representacion del peso corporal
(9) (machos y hembras) empleando la mediana = 95 % de
IC para cada sitio de colecta (P = < 0.05).

Peso machos
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Figura 14. Grafico de la representacion del peso corporal (g)
(machos) empleando la mediana = 95 % de IC para cada sitio
de colecta (P = < 0.05).
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Mediciones machos y hembras
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Parametros morfométricos

Figura 15. Medidas morfométricas (cm) colectadas de Limulus polyphemus (machos y
hembras) en este estudio (P = < 0.05).

Los parametros morfometricos se abrevian como 10 =longitud interdérbita, LT=longitud
total, AP= ancho del prosoma, LP= longitud del prosoma, LO= longitud del opistosoma y
LTE= longitud del telson. EI grafico representa para cada parametro por sitio, la media
intervalo de confianza del £ 95 % (IC). Los parametros marcados como a y b presentaron

diferencias estadisticamente significativas, los dos sitios marcados con b presentaron valores
mas cercanos entre si en el AP.
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Mediciones machos
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Figura 16. Medidas morfométricas (cm) colectadas de Limulus polyphemus
(machos) en este estudio (P = < 0.05).

Los parametros morfometricos se abrevian como 10 =longitud interérbita, LT=longitud
total, AP= ancho del prosoma, LP= longitud del prosoma, LO= longitud del opistosoma y
LTE= longitud del telson. EI grafico representa para cada pardmetro por sitio, la media

intervalo de confianza del £ 95 % (IC). Los parametros marcados como a y b presentaron
diferencias estadisticamente significativas en el AP entre sitios.
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9.2.2 Identificacion y cuantificacion de metabolitos tHNMR

Tabla 4. Metabolitos identificados en hemolinfa de L. polyphemus.

Metabolito

4-hidroxibenzoato

Acetato
Acetona
Betaina

Carnitina
Creatina

Etanol

Lactato
Metanol

Propionato

Succinato

Se registraron un total de 11 metabolitos provenientes de la hemolinfa de L. polyphemus
(Tabla 4). Nota el metanol, acetona y etanol no fueron considerados para los analisis
posteriores debido a que la presencia de estos se atribuye a el proceso de la extraccion de la
muestras. Las concentraciones de los metabolitos se pueden consultar en el anexo 5 tabla A5.

Tabla 5. Metabolitos con concentraciones estadisticamente significativas (P = < 0.05)
utilizando la prueba de t entre organismos hembras y machos.

Metabolito t.stat p.value - 10910 (p)

Lactato 2.3324 0.037908 1.4213

Se incluyen valores de la prueba de t (t.stat), valor de p (p.value) (P = < 0.05) y valores de p
en —logl0. El lactato es el metabolito que representa una diferencia estadisticamente

sigificativa en cuanto a la concentracion encontrada en hembras y en machos (Tabla 5).

49



=1 significant [2] [—_] Unsignificant [9]

-lag1 Oraw P-value)
=]
==

0 8 ¢
1 2 3 4 5 g 7 8 9 10 11
Features

Figura 17. Resultados de la prueba de t para machos y hembras se observan los 11

metabolitos encontrados en la hemolinfa de L. polyphemus y los valores de (P = < 0.05) en
—log10.

En la figura 17 los puntos en gris representan a los metabolitos que no presentaron un valor
de P = < 0.05, los puntos en color morado pertenecen a los metabolitos estadisticamente

significativos los cuales son el lactato y metanol.

Tabla 6. Niveles de cambio en la concentracién de metabolitos (P = < 0.05) (Fold change,
magnitud del metabolito) en hembras y machos

Metabolito Fold Change log2(FC)

Lactato 2.0826 1.0584
Carnitina 0.34237 -1.5464

Propionato 0.18234 -2.4553

Se encontrd6 un metabolito con un valor de cambio arriba de 1 el cual representa

sobreexpresion, valor de 1 no hay cambio, valor menor de 1 una expresién para abajo (Tabla
6).
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Figura 18. Fold change log2, los niveles de concentracion de metabolitos entre hembras y
machos (P = < 0.05).

En la figura 18 el punto rojo en la parte superior representa el metabolito con mayor cambio
en mas nivel de concentracion en hembras y pertenece al lactato, los metabolitos
representados en color morado y ubicados en la parte inferior de la grafica son dos y
pertenecen la carnitina y al propionato tuvieron los niveles menores de concentracion en

hembras comparadas con machos.

Lactato
Original Cone. Mormalized Conc.

=

Figura 19. Concentracion relativa de lactato entre hembras y machos.

En la figura 19 se observa que el lactato fue el metabolito que presentd mayores niveles de
concentracion relativa (P = < 0.05) (cambio a la alta de Fold change) en hembras comparadas

con machos.
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Figura 20. Concentraciones relativas de carnitina y propionato en hembras y machos.

En la figura 20 los metabolitos carnitina y propionato que presentaron menores niveles de

concentracion relativa en hembras y por el contrario se observan mayores niveles de

concentracion relativa en machos (P = < 0.05).
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Figura 21. A) Andlisis PLS-DA y B) analisis VIP para sexos (P= < 0.05).
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En la figura 21 (A) se puede observar la maximizacion de la covarianza entre la concentracion
de metabolitos y el sexo (machos y hembras). Se obsrva que el metabolito lactato influye en
la seguregacion de hembras, ya que es mayor con el lactato encontrado en machos. Donde la
componente 1y la componente 2 tienen valores de explicacién de la varianza de (29.2%) y
(23.6%) respectivamente. La figura 21 (B) muestra las concentraciones de los metabolitos en
machos y hembras, con este andlisis se pretende que compuestos son los que mejor
identifican a cada grupo, de manera general no se observa un patrén marcado por el sexo en

las concentraciones de los metabolitos, con excepcion del metabolito lactato.
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Figura 22. Mapa de calor con concentraciones de metabolitos en los sexos

Mapa de calor comparando entre sitios de muestreo (Telchac, San Felipe y Holbox) en la
parte derecha de la grafica (Fig. 22) se pueden observar valores que van de -3 en color azul
a valores que llegan a 3 en color rojo, esto representa una menor concentracion (azul) o mayor
concentracion (rojo) de un metabolito en organismos de diferentes sitios, en la parte superior
se observan las clases representadas por organismos hembras y machos en color rojo vivo y
verde respectivamente. Se observo que los organismos de los tres sitios no tienen una
segregacion en cuanto a concentraciones de metabolitos, sin embargo, se observd que
algunos organismos que pertenecen a mismo sitio de muestreo presentan concentraciones

similares entre sus metabolitos.
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Tabla 7. Metabolitos con concentraciones estadisticamente significativas en los sitios de
muestreo utilizando un ANOVA de un factor con prueba post hoc LSD de Fisher (P = <
0.05).

Metabolito f.value p.value - 10g10 (p)

propionato  15.739 0.00059262 3.2272

succinato 9.0772 0.0046967 2.3282

La comparacion se llevé a cabo entre organismos pertenecientes a los tres sitios de muestreo,
los metabolitos propionato y succinato presentaron mayores niveles de concentracion relativa
en San Felipe (Tabla 7).
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Figura 23. Representacion de un ANOVA de un factor con prueba post hoc LSD de Fisher
(P =<0.05).

La comparacion de las concentraciones de metabolitos entre los tres sitios de muestreo
Telchac, San Felipe y Holbox se encuentra en la figura 23. Los puntos en color morado
ubicados en la parte superior derecha del grafico pertenecen a los metabolitos que presentaron
diferencias estadisticamente significativas (propionato y succinato), ambos metabolitos

pertenecen a San Felipe.
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Figura 24. Concentraciones de propionato y succinato entre los sitios de muestreo.

La figura 24 muestra las concentraciones de propionato y succinato en los sitios de muestreo,
se puede observar que ambos metabolitos presentan mayores concentraciones con diferencias

estadisticamente significativas (P = < 0.05) en San Felipe.
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Figura 25. A) Analisis discriminante PLS-DA y B) analisis VIP muestra los metabolitos
responsables de esta segregacién para los sitios de muestreo (P = < 0.05).
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En la figura 25 (A) se pueden observar la maximizacion de la covarianza entre la
concentracion de metabolitos y sitios de muestreo. Donde la componente 1y la componente
2 tienen valores de explicacion de (29.1%) y (24.1%) respectivamente. La figura 25 (B)
muestra las concentraciones de los metabolitos los sitios de muestreo, con este analisis se
pretende identificar que compuestos son los que mejor identifican a cada sitio, de manera

general no se observa un patrén marcado en los sitios respecto a las concentraciones de los

metabolitos.
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Figura 26. Mapa de calor con concetraciones de metabolitos en los sitios de muestreo

Mapa de calor (Fig. 26) comparando las concetraciones de metabolitos identificados en la
hemolinfa de L. polyphemus colectados en tres sitios de la PY Telchac, San Felipe y Holbox.
En la parte derecha de la grafica se pueden observar valores que van de -3 en color azul a
valores que llegan a 3 en color rojo. El grado de disminucion del color azul representa
decrementos en la concentracion e incrementos en el grado de color rojo indica incrementos
en la concentracon de los metabolitos en los organismos de diferentes sitios. En la parte
superior se observa la clasificacién de los tres sitios representada por los colores Rojo =
Holbox, verde = San Felipe, Azul = Telchac, en base a la concentracion de sus metabolitos.
Se observa que no se presenta una segregacion en cuanto a sus concentraciones. Sin embargo,
algunos organismos que pertenecen a mismo sitio de muestreo presentan concentraciones

similares en sus metabolitos.
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9.2.3 Cuantificacion de expresion de genes

Tabla 8. Datos de los genes utilizados en este estudio

Gen Descripcion  Numerode  Cebador sentido Cebador Tamafio Referencia

(por siglas acceso (5-3") antisentido (5°-3") de

en inglés) amplicén

Glutathione S- XM_013934 .
GST'H transferase 1- 927.2 ACCAAAATCAGC CCGCCATATCAAT 100 Estudio
par 2 like CAAAGTGG CCTGACT previo
CAT Catalase-like  XM_013926 CCATACCGAGCT TAATTTGGTGCC 80 Estudio previo
Par 2 685.2 CGAACATT CCTTCT TG
HSP70  Heat shock 70 XM_013927 CTCATATTGAGGC ATGTTGTGCTGT 104 Estudio previo
Par 1 kDa protein ~ 276.2 CCAGGAA TTG GGA CA
SOD Superoxide XM_022393 GATGACGGTGTG ACTGCCCGTCCTA 80 En este estudio
Par 1 dismutase 018.1 GCAAATGT AAATGGT

(Cu-Zn)- like

(LOC1064651

78)
RPL3 Ribosomal XM_013924 GGTACCATCCCCC CATCGGCTGGTTA 143 En este estudio
Par 1 protein L3- 665.2 AGAAGAT CACCTTT

like
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Tabla 9. Secuencias de amplicon de los genes utilizados

Gen

NUmero de acceso

Secuencia del amplicon

GST-p
par 2

CAT
Par 2

HSP70
Par 1

SOD
Par 1

RPL3
Par 1

XM_013934927.2

XM_013926685.2

XM_013927276.2

XM_022393018.1

XM_013924665.2

accaaaatcagccaaagtggggctatcttgegtcatctggcaaggaagcataaaatgaatg
gtgaaaatgaacaggaaaaagtcaggattgatatggegg

ccataccgagctcgaacattcaactatcaacgagatggtccccaaacagtcaacaataace
aagaaggggcaccaaatta

ctcatattgaggcccaggaaatggagaaagtcaggaaggctgtggaggagaaacageag
tggctggatcgtcagttgggtgcactgtcccaaacagcacaacat

gatgacggtgtggcaaatgtgcacaaaacggataaattactgtcattgtatggaccgctaac
cattttaggacgggcagt

ggtaccatcccccagaagattaggtgggctagagagcatctagaaaagcaggtacccatta
accaagtgttttctcaagatgagatgattgatgttattggtgtgaccaagggcaaaggatttaa
aggtgtaaccagccgatg
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Tabla 10. Condiciones de optimizacion de los primers empleados en este trabajo

Gen Cebador Cebador Temp. de g-PCR R?
directo inverso [nM]  alineamiento Eficiencia
[nM] °C (%)

GST-u 500 500 62 81.994 0.98
(par 2)

CAT 500 500 54 71.163 0.97
(Par 2)
HSP70 300 300 58 73.777 0.99
(Par 1)

SOD 300 300 58 90.331 0.97
(Par 1)

RPL3 500 500 62 70.485 0.99
(Par 1)
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Figura 27. Curva de estandar y cuerva de disociacion para el gen GST (glutation S-

transferasa).
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Figura 28. Curva de estandar y cuerva de disociacion para el gen CAT (catalasa).
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Figura 29. Curva de estandar y cuerva de disociacién para el gen HSP70 (proteinas de shock
térmico de 70 KDa).
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Figura 30. Curva de estandar y cuerva de disociacion para el gen SOD (super6xido
dismutasa).
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Figura 31. Curva de estandar y cuerva de disociacién para el gen RPL3 (proteina ribosomal
60S L3).
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En la figura 32 se presentan los resultados de la expresion relativa de mMRNA medida en la
hemolinfa de L. polyphemus, promedio + DS. Los niveles de expresion son expresados
relativamente tomando al control en cada analisis después de la normalizacion con el gen
enddgeno mediante el método de Pfaffl, utilizando a Telchac como sitio control se obtuvo
para los cuatro genes (GST, CAT, HPS70, SOD), la mayor expresion relativa se encontrd en
el sitio de Holbox: p = 0.014, p = 0.050, p = 0.020, p = 0.027, respectivamente.
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GST CAT HPS70 SOD
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Figura 32. Niveles de expresion relativa del mRNA control Telchac (machos y hembras)
(P =<0.05).

Se determind los niveles de la expresion del mRNA para cuatro genes (GST, CAT, HPS70,
SOD) marcadores de estrés oxidativo mediante PCR en tiempo real y se expresd6 como
porcentaje del nivel de mMRNA de RPL3. Los datos son las medias y las desviaciones estandar

de tres sitios independientes, en cada sitio *P < 0.05 vs. sitio control (Telchac).
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Figura 33. Niveles de expresion relativa del mRNA control Telchac (machos) (P = < 0.05).

Se determind la expresion del mRNA para cuatro genes (GST, CAT, HPS70, SOD)
marcadores de estrés oxidativo mediante RT-PCR en tiempo real y se expresé como
porcentaje del nivel de mMRNA de RPL3.Los datos son las medias y las desviaciones estandar
de tres sitios independientes, en cada sitio *P < 0.05 vs. sitio control (Telchac) tomando en

cuenta Unicamente organismos machos.

Expresion relativa de mRNA utilizando unicamente organismos machos (Fig. 33). Utilizando
a Telchac como control, en sitio Holbox el gen GST fue significativo con (P = 0.028). Por

otro lado el gen SOD fue significativo nuevamente en Holbox P = 0.044.
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Figura 34. Niveles de expresion relativa del mRNA control Holbox (machos y hembras)
(P =<0.05).

Se determind la expresion del mRNA para cuatro genes (GST, CAT, HPS70, SOD)
marcadores de estrés oxidativo mediante RT-PCR en tiempo real y se expresé como
porcentaje del nivel de mMRNA de RPL3.Los datos son las medias y las desviaciones estandar
de tres sitios independientes, en cada sitio *P < 0.05 vs. sitio control (Holbox) tomando en

cuenta organismos machos machos y hembras.

En la figura 34 se contempla la expresion relativa de mRNA que se obtuvo para los cuatro
genes (GST, CAT, HPS70, SOD) tomando a Holbox como sitio control, la mayor expresion
relativa de MRNA se encontro en el sitio Holbox: p =0.014, p = 0.050, p = 0.020, p = 0.027,
respectivamente. En el sitio San Felipe el gen CAT presentd una diferencia significativa p=
0.018.

65



1.9+

1.0

0.5+

MRNA expresion relativa

0.0-

T
GST

T
CAT

|
HPS70

Gen

T
SOD

B CNTRL_HB
= TELCHAC
=1 SAN FELIPE

Figura 35. Niveles de expresion relativa del mRNA control Holbox (machos) (P = < 0.05).

Se determind la expresion del mRNA para cuatro genes (GST, CAT, HPS70, SOD)

marcadores de estrés oxidativo mediante RT-PCR en tiempo real y se expresé como

porcentaje del nivel de mMRNA de RPL3.Los datos son las medias y las desviaciones estandar

de tres sitios independientes, en cada sitio *P < 0.05 vs. sitio control (Holbox) tomando en

cuenta Unicamente organismos machos.

Se puede apreciar la expresion relativa de mRNA utilizando Unicamente organismos machos

en la figura 35. Utilizando sitio control Holbox, para el sitio Telchac los genes GST y SOD

fueron significativos (p = 0.028 y p = 0.044) respectivamente. Para el sitio San Felipe el gen

CAT fue significativo con P = 0.018.
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Figura 36. Niveles de expresion relativa del mRNA control San Felipe (machos y hembras)
(P =<0.05).

Se determind la expresion del mRNA para cuatro genes (GST, CAT, HPS70, SOD)
marcadores de estrés oxidativo mediante RT-PCR en tiempo real y se expresé como
porcentaje del nivel de MRNA de RPL3. Los datos son las medias y las desviaciones estandar
de tres sitios independientes, en cada sitio *P < 0.05 vs. sitio control (San Felipe) tomando

en cuenta organismos machos machos y hembras.

En la fugura 36 se observa que empleando al sitio San Felipe como control (machos y
hembras) el gen CAT presenta una expresion estadisticamente significativa mayor en
Holbox.
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Figura 37. Niveles de expresion relativa del mRNA control San Felipe (machos)
(P =<0.05).

La expresion relativa de mRNA tomando a San Felipe como sitio control se obtuvo para los
cuatro genes (GST, CAT, HPS70, SOD). En el sitio Holbox el gen CAT fue significativo p
=0.018.

Se determind la expresion del mRNA para cuatro genes (GST, CAT, HPS70, SOD)
marcadores de estrés oxidativo mediante RT-PCR en tiempo real y se expresé como
porcentaje del nivel de MRNA de RPL3. Los datos son las medias y las desviaciones estandar
de tres sitios independientes, en cada sitio *P < 0.05 vs. sitio control (San Felipe) tomando

en cuenta Unicamente organismos machos.

Expresion relativa de mRNA utilizando Unicamente organismos machos. Con el sitio control
San Felipe el gen CAT fue significativo en Holbox P = 0.018 (Fig 37).

Los resultados de la expresion relativa de genes de estrés oxidativo nos muestra que
utilizando a Telchac como control el sitio Holbox presentd diferencias estadisticamente

significativas con mayor expresion en GST, GST, CAT, HPS70, SOD, usando solamente
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organismos machos los genes que se expresaron significativamente fueron GST, y SOD solo
en Holbox (Fig. 32 y Fig. 33) y que por el contario, utilizando a Holbox como control se
observa una disminucion de expresion de genes en Telchac para los cuatro genes evaluados
GST, GST, CAT, HPS70, esto confirma la sobreexpresion de los genes del sitio Holbox con
respeto a Telchac (Fig. 34). En San Felipe también se encuentra una disminucién
estadisticamente significativa de la expresion de CAT. Utilizando Unicamente organismos
machos se observo que en Telchac GST y SOD presentan una disminucion estadisticamente
significativa con respecto a Holbox y que CAT en San Felipe presenta una disminucion
estadisticamente significativa de la expresion de mRNA (Fig. 35).

Empleando a San Felipe como control se aprecia que el gen CAT presenta una mayor
expresion con diferencias estadisticamente significativas en el analisis de hembras y machos

y asi mismo solo utilizando solo ejemplares machos (Fig. 36 y 37).
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10. DISCUSION
10.1. Parametros biolégicos en Limulus polyphemus
10.1.2 Parametros morfométricos en Limulus polyphemus

El pardmetro “peso corporal” presenté un mayor rango de valores en el sitio de Telchac esto
debe a que es el Unico sitio de muestreo el que se pudo obtener un mayor nimero de
organismos incluyendo hembras las cuales presentan valores diferentes a los machos (ver
Fig. 12 y 13). La comparacion entre el peso corporal de hembras y machos de Telchac
presentd diferencias estadisticamente significativas P = 0.002. EI dimorfismo sexual esta
reportado para la familia Limulaceae (Shuster, 1955). En L. polyphemus es
considerablemente notable que las hembras maduras son mucho mas pesadas y grandes que
los machos maduros, ellas suelen acumular grasas en su cuerpo y los huevecillos también
poseen mucha grasa (Leschen et al., 2006) los huevecillos representan la mitad del peso

fresco de las hembras con una gran cantidad de lipidos (\VVan der Horst et al., 1973).

Actualmente existe una ecuacion para calcular el peso del cuerpo de un organismo de la
especie L. polyphemus macho o hembra con relacion al ancho de su prosoma. Sin embargo,
esto es aplicable para cada area donde se encuentre L. polyphemus (Graham et al., 2009), ya
que se considera que factores ambientales, genéticos, alimentacion, entre otras variables
podrian influir en el tamafio de los ejemplares de cangrejo herradura, en un estudio realizado
por Razak et al. 2018 en la espcecie Tachypleus gigas de tres localidades encontraron
diferencias en el tamafio y peso (variacion de crecimiento) de hembras y machos,
posiblemente influenciados por los factores mecionados con anterioridad. En un estudio
realizado en Champoton Campeche se registraron valores de 470 g en machos y 1375 g en
hembras, mientras que los valores encontrados en este trabajo son de 324 g en machos y 1057
g en hembras, el reporta que no hay diferencias estadisticamente significativas en el ancho
de prosoma de hembras y machos en los cuatro sitios de muestreo de su estudio cabe
mencionar que ellos compararon Gnicamente entre organismos de cada sexo (Zavalegui,
2019). Sin embargo, en este estudio comparando hembras y machos se encuentran
diferencias estadisticamente significativas entre los tres sitios pero comparando Unicamente
entre ejemplares machos se encontrd diferencias estadisticamente significativas entre los

sitios de Telchac y San Felipe en el ancho del prosoma, en los pardmetros analizados también
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se encontrd diferencias estadisticamente significativas en la distancia interocular (10) y
longitud del opistosoma (LO) en hembras y machos, posiblemente esto se encuentre
relacionado con que el peso en gramos (g) en los organismos de Telchac (machos y hembras)
y San Felipe tuvieron diferencias estadisticas significativa, por otro lado, en Telchac hubo un
gran sesgo por sexos, todos los indices morfométricos fueron estadisticamente significativos
con excepcién de la longitud del prosoma (LP) los valores de los pardmetros fueron IO P =
<0.001, LO P = <0.001, AP P = <0.001, LTE P = 0.019, LT (P = 0.005) (ver Fig 14 y 15).

En este trabajo San Felipe presentd valores promedios de LT pequefios (Sandoval-Gio, 2020)
reporta una medida aproximada de 28 cmen LT en L. polyphemus en San Felipe antes de la
temporada de pulpo y medidas aproximadas a 26 cm en LT en L. polyphemus durante la
temporada de pulpo (del 1 de agosto al 15 de diciembre). Las mediciones se llevaron a cabo
entre los afios (2015-2018) estos resultados son alarmantes ya que L. polyphemus presenta
tamafos mas pequefios debido a que los organismos de mayor tamafio (hembras) son
capturados para ser utilizados como carnada. En esta Tesis en el sitio San Felipe en
noviembre de 2021 los valores de LT tuvieron en promedio 26.8 cm y solo se encontraron
organismos machos a pesar de los esfuerzos realizados en los muestreos para localizar a los
ejemplares. Cabe mencionar que los muestreos se realizaron en luna llena, que es cuando se
esperara la llegada de hembras y machos a las costas para reproducirse. Sin embargo, no
obtuvimos organismos hembras y se obtuvieron pocos ejemplares machos. En el sitio de
Holbox las medidas de LT de L. polyphemus fueron en promedio muy cercanas a las
reportadas en San Felipe 26.4 cm. En Holbox solo se pudo observar a una hembra de gran
tamafio la cual no pudo ser capturada, por lo cual, solo se obtuvieron organismos machos en

el sitio de Holbox.

El ancho del prosoma puede ser utilizado como un indicador del tamafio en clasificacion del

cangrejo herradura Tachypleus tridentatus (Mohamed et al., 2021).

Se sugiere que el cangrejo herradura de tres especie (Tachypleus gigas, Carcinoscorpius
rotundicauda y Limulus polyphemus) y su cuerpo estan influenciados por adaptacion local
de los sitios en los que habitan, se comprobd que se encuentra un mayor grado de adaptacion

local en L. polyphemus con respecto a su variacién morfométrica (Faurby et al., 2011).
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10.1.3 Metabolitos presentes en hemolinfa de Limulus polyphemus
Se identificaron un total de 11 metabolitos (Tabla 4), de los cuales tres (metanol, etanol y

acetona) son compuestos utilizados en la metodologia de extraccién para metabolitos y
limpieza de material, por lo cual estos no fueron tomados en cuenta en la discusion. En este
trabajo se indentificaron metabolitos relacionados con el metabolismo anaerobio en
organismos de Telchac y San Felipe. Limulus polyphemus puede ser considerado como un
organismo eurioxico, ya que utiliza oxigeno cuando este se encuentra disponible, pero en
ausencia de oxigeno puede utilizar el metabolismo anaerobio, esto le permite una gran
ventaja de supervivencia ante condiciones cambiantes de su habitat (Gade, 1983). Limulus
polyphemus tienen la capacidad de realizar la gluconeogénesis utilizando como sustrato
lactato (Géde et al., 1986). Limulus polyphemus produce D-lactato ante condiciones de
anoxia y contracciones de musculos durante el ejercicio fisico y en las placas braquiales que
hacen que se incremente el nivel de D-lactato en la hemolinfa (Carlsson y Gade, 1986). Un
estudio realizado por Carlsson y Gade, (1982) sugiere que D-lactato es el producto final de
la glucolisis anaerobia en L. polyphemus, en invetrebrados marinos que realizan el
metabolismo anaerobio por condiciones ambientales se han reportado como productos finales
de excrecion en artropodos Cirolana borealis lactato, propionato y acetato (Ruby y Fox,
1976), y en anélidos Euzonus mucronat succinato y propionato (Zwaan y Skjold, 1979). En
este trabajo se encontrd lactato como metabolito con mayor concentracion relativa y ademas
se encontrd0 en mayores concentraciones relativas en hembras, la mayor concentracion
encontrada en L. polyphemus de lactato (Tabla 5) coincide con lo mencionado por Carlsson
y Gade, 1982. Sin embargo, también se encontrd la presencia de productos finales de
excrecion del metabolismo anaerobio en artropodos ademas del lactato, por ejemplo el
propionato y acetato e inclusive se encontrd succinato Unicamente reportado como producto

final en el metabolismo de anélidos.

En Telchac y San Felipe Limulus polyphemus implementa el metabolismo anaerobio debio a
las condiciones de hipoxia que presentan las aguas de estos sitios. El gran contenido de
materia organica en San Felipe y Telchac puede ocasionar esta variacion en el oxigeno
disuelto. La baja concentracion del oxigeno se debe a la descomposicion de la materia
organica, la cual libera nitratos y fostatos proporcionales al déficit de oxigeno (Richards et
al., 1965).
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En Telchac se encontraron los metabolitos lactato, succinato, creatina y carnitina. En San
Felipe se encontraron los metabolitos lactato, succinato, acetato y propionato, estos dos
ultimos metabolito solo se encontraron este sitio, cabe mencionar que la comparacion de la
concentracion relativa de metabolitos con respecto al sexo, el propionato resultd
significativamente mayor en machos, esto se explica debido a que solo se encontrd este
metabolito en individuos del sitio de San Felipe, donde se colectaron Unicamente ejemplares
machos. El propionato y el succinato fueron los metabolitos que presentaron diferencias
estadisticamente sigmificativas entre los tres sitios de muestreo, ambos metabolitos
presentaron concentraciones relativamente mayores en San Felipe (Fig 24). ElI metabolito
betaina también se encontrd en estos dos sitios (Telchac y San Felipe), se dice que la betaina
esta relacionada con la alta salinidad, se ha expuesto a L. polyphemus a condiciones de alta
salinidad y presentd betaina en respuesta a estrés hiperosmético (Dragolovich y Pierce,
1992), sin embargo, Holbox presenta altas salinidades en este trabajo, y no se encontro
betaina para este sitio en este trabajo, esto podria deberse a que la salinidad en Holbox en
fluctuante debido al aporte de aguas subterraneas (Herrera-Silveira, 2006) (Fig. 26). El
metabolito 4-Hidroxibenzoato, es un metabolito de origen antropogénico y esta presente en
productos de cuidado personal como lociones, balsamos, maquillaje, entre otros (Rastogi et
al., 1995), este metabolito estuvo presente en los tres sitios de muestreo. En Holbox solo se
encontraron dos metabolitos, el primero fue la creatina, este es un metabolito natural vital
para el metabolismo energético entre otras funciones importantes que este metabolito posee
(Walker, 1979) vy el segundo metabolito fue la carnitina, que es un constituyente esencial
involucrado en muchos procesos metabdlicos (Borum, 1983). El metabolito carnitina
presento niveles relativamente mayores en machos que en hembras en este estudio (Fig. 20).
Se ha demostrado que las concentraciones de carnitina en plasma de ratas varia segun el sexo
y la edad (Borum, 1978), en humanos también se encuentra este patrén (Opalka et al., 2001),
los varones de 15-20 afios de vida alcanzan valores mas altos de carnitina que los niveles
encontrados en mujeres de la misma edad (Takiyama & Matsumoto, 1998). Se cree que esto
sucede por el metabolismo de la carnitina que aun no es bien comprendido, en L. polyphemus
los machos adultos presentaron mayores concentraciones de carnitina estadisticamente

significativas con respeto a las hembras.
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10.1.4. Expresion de genes relacionados con estres oxidativo en la hemolinfa de
Limulus polyphemus
Glutation S-transferasa (GST) es una familia de genes involucrados en proceosos de

detoxificacion. Los genes GST se sobreexpresan ante procesos como el estrés oxidativo
(Nebert y Vasiliou, 2004). Por otro lado, el Superoxido dismutasa (SOD) y la Catalsa (CAT)
son son mecanismos enzimaticos que se emplean para eliminar las ROS como el superoxido
(O 27) y peroxido de hidrogeno (H 2 O 2) y por tanto eliminar el estrés oxidativo (Apel y Hirt,
2004).

Las proteinas de choque térmico 70 kDa (HPS70) se presentan ante estrés en los organismos.
El estrés ademas de térmico, también puede ser causado por estrés ambiental
(contaminancidn, microbios y parasitos) y enfermedades. Se sabe que HPS protegen a las
celulas, pero este mecansismo aun no es bien entendido (Kiang y Tsokos, 1998).

Empleando a Telchac como control y utilizando para el analisis ejemplares machos y
hembras hubo una mayor expresion de genes de estres oxidativo (GST, SOD, CAT) y choque
térmico (HPS70) el sitio de Holbox con respecto a Telchac y San Felipe. Empleando
Unicamente para los analisis ejemplares machos y usando a Telchac como control en Holbox
se incremento la expresion de GST y SOD. Al usar a San Felipe como control CAT presento

diferencias estadisticamente significativas.

Los estuarios son sistemas muy inestables, existen muchas condiciones que pueden provocar
estrés oxidativo a los organismos marinos que habitan en estos sitios como el aumento de la
temperatura, la variacion de los niveles de oxigeno (que pueden llegar a provocar hipoxia y
también durante el proceso de reoxigenacion se produce estrés oxidativo) y la salinidad
(Freire et al., 2011).

Los rayos UV son absorbidos por la materia organica en sistemas marinos, este evento

conlleva a una reaccion de tipo fotoquimica produciendo ROS (Mopper y Kieber, 2000).

En un estudio realizado exponiendo a L. polyphemus a crudo de petroleo, el gen GST fue
propuesto como un gen Gtil como biomarcador de exposicion a contaminantes ya que se
activa tempranamente y puede ser empleado como gen relacionados con el sistema
antioxidante (Améndola et al., 2022). Esto concuerda con lo encontrado en este trabajo donde

se observa la expresion de GST en L. polyphemus.
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Se ha estudiado la respuesta al estrés oxidativo en rotiferos Brachionus calyciflorus ante la
exposicion a microplasticos y se observo que la expresion de genes relacionados con estrées
oxidativo CAT y SOD aumenta ante la exposicion a mayores concentraciones de poliestireno
y por el contrario, disminuye la expresién de estos genes ante la disminucion de la
concentracion del poliestireno. Estos resultados indican que hay una respuesta en los genes
de estrés oxidativo de los rotiferos ante la exposicion al poliestireno.

Una revision de trabajos bibliograficos enfocados al estrés oxidativo causado por metales en
cangrejos y camarones ha mostrado la vulnerabilidad de estos organismos debido a la
disponibilidad de metales en el medio en el que habitan y también debido a su tipo de
alimentacion. En este trabajo concluyd que los metales mas analizados en cangrejos y
camarones han sido Cu y Cd y las enzimas mas utilizadas para su evaluacion han sido SOD
y CAT la expresion de estos genes aumenta o se inhibe dependiendo del tiempo de

exposicion, la concentracion del compuesto y de la especie (Frias et al., 2022).

Se utilizé el biomarcador de estrés oxidativo SOD, para evaluar si los niveles aumentaban al
exponer a embriones de L. polyphemus a periodos de 4-24 hrs ante metales (Cu y Cd). Se
encontré que los embriones sobrevivieron ante la exposicion a estos metales, pero tuvieron
retrasos en el desarrollo y no encontraron respuestas significativamente estadisticas en los
niveles de SOD en los organismos expuestos. Por lo que, concluyen que SOD actua como
protector ante presencia de metales en L. polyphemus. Sin embargo, no parece tener gran

influencia en larvas (Hamilton et al., 2015).

Segun Gullian y Preciat (2017) HPS70 aumenta a una temperatura de 34°C y SOD aumentan
a 28-30 °C en pepino de mar Isostichopus badionotus. Ellos evaluaron dos niveles de
pH (7,70 - 8,17) en proteinas relacionadas con ROS y choque térmico, el efecto del pH en
HPS70 no fue significativo. Sin embargo, la actividad de las enzimas de estrés oxidativo se

incremento a pH 7,70.

Embriones de L. polyphemus fueron expuestos a diferentes concentraciones de salinidad (10
ppm a 60 ppm) en condiciones de laboratorio, e independientemente del éxito de desarrollo
del 100 % de los embriones, las presiones osméticas en aumento y en especial las presiones
hiperosmoticas ralentizaron el desarrollo hacia la etapa larval. Los embriones sometidos a

mayores presiones osmaticas mostraron mayores niveles de expresion de HPS70 y se cree
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que las HPS al incrementar sus niveles son muy valiosas para la supervivencia de L.

polyphemus en ambientes con salinidades fluctuantes (Greene et al., 2011).

En experimentos realizados en L. polyphemus con choque térmico (por diferencias de
temperaturas) mencionan que L. polyphemus presenta a HPS70 como gen constitutivo, ya
que encontraron su presencia en huevos que no habian sido sometidos a estrés por
temperatura, también encontraron que larvas que habian sido expuestas a choque térmico
tenian niveles mas altos de HPS70 a las 6 horas de periodo de recuperacién. Se cree que la
presencia de HPS siempre esta presente en embriones de L. polyphemus ya que esto permite
que puedan sobrevivir a condiciones de temperatura tan cambiantes (Botton et al, 2006).

En cuanto a las diferencias encontradas en este estudio en los niveles de expresion relativa
de los genes de estrés oxidativo como por ejemplo el gen HPS70 el cualse ve ligeramente
disminuido en expresion cuando retiramos a las hembras de L. polyphemus del analisis de
expresion de genes se puede explicar con que se ha reportado que en las hembras de ostras
del Pacifico Crassostrea gigas la concentracion de HPS y otras proteinas de estrés como
metalotioneinas (MT) aumentan desde etapas inmaduras hasta epatas maduras (mas de tres
veces sus niveles) y las hembras presentan mayores niveles de HPS y MT en el periodo de
desove, ellos creen que el alto nivel de estas proteinas en los ovocitos puede aumentar la
progenie, ya que aumenta el potencial de supervivencia de embriones y larvas en ambientes
estresantes (Meistertzheim et al., 2009). En otro estudio relacionado con la diferencia de
expresion génica influenciada por el sexo se sometieron a pruebas a machos y hembras de
caracol (Trochus histrio) para saber si el sexo influia en sus posibles respuestas ante el
cambio climatico global, para estos fueron expuestos a aumento de temperatura y a presion
parcial de dioxido de carbono (pCO2). Las HPS obtuvieron mayores niveles en machos que
en hembras, la temperatura elevada en machos no produjo mayores niveles de CAT, la
actividad de GST con temperatura fue mayor en ambos sexos pero significativamente mayor
en machos, mencionan que ambos sexos poseen distintas estrategias fisioldégica para combatir
el estrés oxidativo, por lo cual ellos hacen referencia a que se deberia de utilizar al sexo de
los organismos como una variable importante en estudios de ambientales y de contaminantes
(Grilo et al., 2018)
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En la actualidad la acidificacion de los océanos es un tema de gran preocupacion, Liu et al.
(2022) realizaron una investigacion donde llevaron a cabo la evaluacion de la actividad de
SOD, CAT, GST, entre otros genes, para tratar de vislumbrar lo que la acidificacion de los
océanos puede causar en el cangrejo herradura Tachypleus tridentatus, sometieron a los
organismos a agua acidificada pH 7,3 y pH 8,1 incluyedo controles, por 28 dias y
encontraron que la acidificacion de los oceéanos puede causar la activacion del estrés
oxidativo en esta especie. La acidificacion en los océanos es causada por el incremento de
CO. atmosférico, una parte del CO- es absorbida por los océanos, cambiando la quimica de
los océanos y el pH del agua de los oceadnos, volviéndolos més acidos (Gattuso y Hansson,
2011). En la Peninsula de Yucatan se han realizado estudios ecologicos relacionados con los
efectos de la acidificion en los océanos, por ejemplo, en corales donde se observaron valores
bajos de pH en el océano y afirman que esto podria cambiar en ecosistema del arrefice
Mesoamericano (Crook, et al., 2012).

En teoria se espera que el estrés oxidativo aumente ante condiciones como la hipoxia en
organismos marinos, solo en algunas ocasiones el estrés oxidativo disminuye cuando se
someten organismos acuaticos anaerobicos facultativos ante condiciones de estrés como en
el caso de Mytilus edulis, en esta especie las mitocondrias poseen un mecanismo que mitiga

el dafio oxidativo durante la hipoxia y durante la recuperacion a ésta (Sokolov et al, 2021).

Estudios realizados en L. polyphemus, utilizando analisis de expresion de genes relacionados
con estrés oxidativo mencionados anteriormente, nos muestran un panorama de la presencia
de estresores contaminantes que pudieran estar causando la activacion de ROS en L.
polyphemus. Esto es fundamentado en que todos los genes de estrés oxidativo evaluados en
este trabajo tuvieron cambios en sus niveles de expresion y significativamente mayores en
Holbox. En los resultados del analisis de FTIR indican que en Holbox existe gran presencia
de microplasticos. La literatura indica presencia de hidrocarburos, metales, asi como el
decremento en el pH, el aumento de la temperatura que son fendmenos atribuidos al cambio
climatico global pueden causar la activacion de ROS. El sitio que ocup6 el segundo lugar en
cuanto a niveles de expresion de genes relacionados a estrés oxidativo fue San Felipe, en este
lugar se ha reportado la bioacumulacion de glifosato en L. polyphemus (Sandoval-Gio et al.,
2022). Por otro lado, se ha demostrado que en ejemplares de la especie Lumbriculus
variegatus, el glifosato esta relacionado con activacion del gen de biotransformacion GST y
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la actividad de enzimas antioxidantes CAT y SOD (Contardo-Jara et al., 2009). Ademas del
glifosato otros contaminates emergentes podrian estar presentes en los sitios de estudio de
este trabajo de investigacion y podrian estar influyendo en la activacién del estrés oxidativo
en L. polyphemus.

Pese a que en este trabajo se consider6 a Telchac como un sitio con alto impacto
antropogénico por su cercania al puerto de Progreso y a la ciudad de Mérida, Telchac presento
los niveles mas bajos de expresion de genes relacionados a estrés oxidativo.

10.2. Parametros ambientales en agua y sedimentos

10.2.1. Parametros fisicoquimicos
En cuanto a los parametros fisicoquimicos medidos en las muetras de agua, San Felipe mostro

mayores cambios en los parametros fisicoquimicos en comparacion con Telchac y Holbox.

Los valores de parametros fisicoquimicos registrados en este trabajo coinciden con lo
reportado por (Sandoval-Gio, 2020) para San Felipe los valores de temperatura de 30.42 +
0.10, oxigeno disuelto 6.79 = 0.04, pH 7.91 £ 0.07 y conductividad 57.23 = 0.37, el autor
menciona que en un estudio realizado en 2018 en San Felipe las variables fisicoquimicas
fueron muy parecidas y que para este sitio las variables fisicoquimicas y la composicion del

sedimento son factores que parecen no influir con el bajo namero de cacerolitas de mar.

En este trabajo la salinidad en Holbox presenté el valor mas alto. Sin embargo, en Holbox la
salinidad es variable (con decrementos) ya que esta influenciada por un aporte de aguas

subterraneas (Herrera-Silveira, 2006).

Se ha comprobado que los embriones de L. polyphemus son euritérmicos y eurihalinos y
tolerables a las variables cambiantes del agua, las huevos de L. polyphemus pueden
encontrarse latentes en sedimentos hasta que las condiciones sean las mas favorables para

que puedan eclosionar (Botton et al., 2010).

En cuanto a los valores de pH en este estudio, segin la NOM-001-SEMARNAT-1996 el pH
permisible en aguas nacionales es de 5 a 10 unidades por lo que los sitios de este estudio se

encuentran dentro de ese rango.

El OD en Holbox y San Felipe esta por debajo de los limites permisibles para para la vida

acudtica en las aguas costeras (este debe ser minimo de 5 mg/L segun la CE-CCA-001/89).
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Holbox tiene valores de OD cercanos a los 2.6 mg/L y San Felipe presenta valores de OD
de 4.15 mg/L.

L. polyphemus es resistente a un rango amplio variables como la salinidad y temperatura, es
considerado como un generalista ecolégico, basan su distribucion en funcion a las
caracteristicas hidroldgicas y en los recursos alimentarios de los sitios en los que habitan
(Shuster y Sekiguchi, 2009).

10.2.2. Concentracién de nutrientes
Los compuestos nitrogenados en el agua deben su origen a fendmenos naturales, por ej.

depositos geoldgicos, escorrentias y a procesos de fijacion en procariotas (Camargo et al.,
2005), y a actividades antropogénicas por ej. aguas residuales, fosas sépticas, fertilizantes y
productos utilizados en agricultura y ganaderia, y en las industrias (Campos, 2004).

En un estudio realizado por Herrera-Silveira (2006) recomienda las variables de agua que
deben ser utilizadas para estudiar la calidad del agua en las lagunas costeras de la Peninsula
de Yucatan, entre estas estan la salinidad, silicatos, nitratos y amonio. Los valores de las
variables deben de ser analizadas dependiendo del tipo de laguna costera al que pertenezca,
valores salinidad de (11-29) clasifican a la laguna como esturina, los valores mas altos de
salinidad (30-40) clasifican a la lagunas como euhalina. En este trabajo los valores de
salinidad reportados en el sitio Telchac fueron menores a lo reportado habitualmente para
este sitio, Telchac presenta por lo general valores de salinidad altos, por lo tanto Holbox, San

Felipe y Telchac entrarian en la clasificacion de euhalinas.

En un estudio realizado por Herrera-Silveira (2006), se propuso valores de referencia en
cuanto a nutrientes para las las lagunas costeras de Yucatan (LCY) que indican el buen estado
de salud de las lagunas. Estos valores de referencia fueron empleados en este trabajo para
comparar los valores de nutrientes encontrados en Telchac, San Felipe y Holbox. El valor de
nitratos propuestos como referencia en lagunas euhalinas es de 3 pmolL™. En los valores de
nitratos encontrados en este trabajo la maxima concentracion se encontré en Telchac con
2.01 uM encontrandose dentro del rango permitido. EI autor menciona que lagunas con
menor salinidad reportan mayor concentracion de nutrientes, esto coincide con que Telchac
fue el sitio con menor salinidad pero mas mayor concentracion de nitratos. En cuanto a los

nitritos se reporta un valor de referencia de 0.5 pmolL™ para las lagunas del tipo euhalino,
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en Telchac no se detectaron nitritos, San Felipe tuvo la mayor concentracion 0.3 pmolL™
estando este valor dentro de los limites de referencia.

Los valores de silicatos de referencia para las lagunas costeras de Yucatan (LCY) son de 20
umolL? para lagunas euhalinas. En este trabajo Holbox registré un valor de silicatos de 26.6
umolL? y San Felipe 45.3 umolL™ ambos sitios tuvieron valores mayores al valor de
referencia, sin embargo, Telchac tiene valores mucho mas altos de silicatos 380 pmolL ™.

El fosfato presenta un valor de referencia para las (LCY) de 0.2 umolL? en lagunas de tipo
euhalinas, por lo cual Holbox con 0.36 pmolL ™ tiene un buen valor de fosfato y Telcha 0.10
umolL™? se encuentra con valores arriba del valor de referencia, pero San Felipe tiene valores

mas altos 6.93 umolL™.

El amonio tiene un valor de refencia en (LCY) de 5 umolL™? para estuarios euhalinos. Los
valores encontrados en Holbox 3.7 pmolL™ y en Telchac 5.7 umolL, el valor de amonio en
Telchac es mas elevado que el valor de referencia, pero difiere mucho del valor de amonio

encontrado en San Felipe 60.28 umolL™,

En un trabajo reciente de Palacios-Sanchez et al., (2019), clasificaron a dos sitios ubicados
en Telchac como medianamente impactados con valores en pmolL™ de nitritos (NO2-) 0.37,
nitratos (NO3-) 2.46, fosfatos, (PO4-) 1.24 y amonio (NH4) 4.44 y altamente impactados por
actividad antropogénica con valores de nitritos (NO2-) 1.48, nitratos (NO3-) 6.74, fosfatos
(PO4-) 0.44, y amonio (NH4) 8.70.

Herrera-Silveira y Morales (2010) clasifican a San Felipe como mesotrofico, los valores
méaximos de salinidad fueron 39.7, OD 8.4 mgL™, Nitritos (NO2-) 1.63 umolL?, nitratos
(NO3-) 0.95 umolL?, amonio (NH4) 12.62 pmolL™ con un aporte de nutrientes de la costa
y gran cantidad de material organica con un impacto antropogénico moderado, por lo cual,
se considera un area conservada, mientras que para la zona de estudio donde se incluia a
Telchac se proporcionaron valores moderadamente bajos de OD, salinidad alta, y
concentraciones de nitritos y nitratos altos, este lugar se considera con eutrofizacion, los
valores maximos reportados fueron para salinidad 37.99, OD 7.29 mgL™, Nitritos (NO2-)
4.18 pmolL?, nitratos (NO3-) 1.43 pmolL™?, amonio (NH4) 2.58 umolL™ con un gran

impacto antropogénico y de entradas artificiales que influyen en la calidad del agua.
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En este trabajo los tres sitios de muestreo tuvieron valores de nitritos y nitratos dentro del
rango de los valores de referencia. Por el contario, en cuanto a concentracion de silicatos
todos los sitios presentaron valores muy altos en comparacion con el valor de referencia, en
especial Telchac. El amonio y fosfato tuvieron valores mas altos que el valor de referencia
en Telchac y San Felipe, pero los valores de estos dos nutrientes fueron ain mas altos en San
Felipe. Pese a que en este trabajo no se encontraron valores que nos indiquen una mala
calidad del agua en Holbox, existen trabajos de monitoreo que confirman una mala calidad
de agua en este sitio con valores en umolL™ de nitritos (NO2-) 0.14, nitratos (NO3-) 0.83,
fosfatos, (PO4-) 48.8, y silicatos 78.6, resultado de actividades humanas y se mencionan que
Holbox es propenso a retencion de contaminantes (Rubio et al., 2018).

10.2.3. Presencia de contaminantes
En cuanto a la presencia de contaminantes en el agua, se obtuvieron compuestos de origen

organico como argonito, lignina, illita, calcita, y algunos contaminantes como nylon,
polipropileno y dioxano. Cabe mencionar que la illita se encontrd en dos muestras de Techac,
la illita es un mineral que pertenece a los silicatos (Srinivasachar et al., 1990), esto coincide
con que Telchac haya sido el sitio con mayores valores de silicatos. Es fundamental
mencionar la importancia del hallazgo de la lignina, la lignina es un polimero organico que
se encuentra en los tejidos de plantas (Lebo et al., 2002) y en algunas algas (Martone et al.,
2009), la lignina se encontré en dos muestras de San Felipe, esto coincide con que los bajos
niveles de oxigeno en agua se deben a un exceso de materia organica. Por otro lado, en cuanto
a los contaminantes encontrados en sustrato se registraron polietileno, polipropileno,
policarbonato, nylon, entre otros, en los tres sitios de muestreo. La presencia de
contaminantes de origen antropogénicos encontados en mayor prevalencia en los sedimentos
analizados en estes estudio se debe a que en los cuerpos de agua los sedimentos suelen retener
0 atrapar a los contaminantes (Salomons, 1985).Posteriormente, estos contaminantes pueden

causar dafio en organismos bentonicos.
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11. CONCLUSIONES
En los tres sitios de muestreo pertenecientes a la zona costera de la Peninsula de Yucatan se

encontraron cambios significativos en el ancho del prosoma (AP). En Telchac y San Felipe
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los parametros morfométricos
distancia interocular (10) y longitud del opistosoma (LO) (hembras y machos). La longitud
total (LT) presenté valores cercanos en Holbox y San Felipe, en Telchac los ejemplares
machos tuvieron una LT ligeramente mayor pero sin diferencias estadisticamente
significativas. Los ejemplares muestreados en este trabajo presentaron de manera general un
tamafo pequefio, ademas, el nimero de organismos encontrados en los sitios de muestreos
fue bajo.

Se identificaron ocho metabolitos en la hemolinfa de L. polyphemus. El lactato, succinato,
creatina y carnitina fueron caracteristicos de Telchac, el lactato estuvo presente en mayor
cantidad relativa en ejemplares hembras de Telchac. San Felipe presentd practicamente los
mismos metabolitos que Telchac, ademas, presento propionato y acetato. Los metabolitos
registrados en estos dos sitios estan relacionados con el metabolismo anaerobio. En Telchac
y San Felipe tambén se reporto la presencia del metabolito betaina, éste metabolito esta
relacionado con estrés osmotico por salinidad. Por otra parte, en los ejemplares de Holbox
se registraron los metabolitos carnitina y creatina. Todos los sitios de muestreo en este estudio
presentaron el metabolito 4-hidroxibenzoato, este metabolito esta asociado con actividad
antropogeénica por compuestos emergentes proveniente de productos de uso personal, es un
metabolito derivado de los parabenos utilizados en maquillaje, cremas corporales, shampoos,
entre otros.

El sitio que presenté mayores niveles de estrés oxidativo fue Holbox mostando mayores
niveles de expresion de mRNA para los genes GST, SOD, CAT, y HPS70. En cuanto al perfil
metabolico de los ejemplares de Telchac y San Felipe éstos presentaron metabolitos
relacionados con el metabolismo anaerobio. En los tres sitios se encontr6 el metabolito 4-
hidroxibenzoato utilizado en productos de aseo personal.

Estresores ambientales como las variables fisicoquimicas podrian no influir tanto en L.
polyphemus ya que es una especie con una gran capacidad de adaptacion. Sin embargo, se
encontrd que el metabolito betaina esta relacionado con el estrés osmotico en L. polyphemus.
Los nutrientes presentaron mayores concentraciones en San Felipe, seguido de Telchac, es

posible que la alta cantidad de materia organica en estos sitios produzca eventos de hipoxia
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en L. polyphemus. Por otro lado, a pesar de que Holbox no presentd altos niveles de nutrientes
en este trabajo, hay investigaciones que evidencian su mala calidad del agua en este sitio. Por
altimo, la presencia de la huella quimica de contaminantes mayormente plasticos fueron
encontrados en agua y especialmente en sedimentos en los tres sitios de muestreo. Sin

embargo, se observd una mayor presencia de éstos en el sitio de Holbox.

En este estudio, los analisis de expresion de genes y los analisis de FTIR indican que Holbox
(considerado previamente como un sitio con bajo impacto antropogénico) fue el sitio que
presentd respuestas moleculares estadisticamente significativas asociadas con estrés
oxidativo, ésto posiblemente relacionado con la presencia de contaminantes como los
microplasticos. Por otro lado, los analisis de metabolitos y la medicidn de nutrientes sugieren
que San Felipe presenta efectos asociados con otro tipo de contaminantes relacionados con
actividades de ganaderia y por descargas de aguas residuales. Ambos sitios presentan
respuestas de alerta sobre la salud del ecosistema y por consiguiente de las poblaciones
aledarias a este sitio. Asi mismo, se observo que existe poca presencia de organismos en San
Felipe, lo cual coincide con la temporada de pesca de pulpo, periodo donde la L. polyphemus
es usado como carnada. Este estudio contribuye como linea base para futuros estudios
ecotoxicologicos y para la implementacion de estrategias de monitoreo utilizando ejemplares
de L. polyphemus. Asi como para alertar sobre el manejo adecuado de este organismo en la
zona costera y en los sitios donde habita esta especie, que aunque se considera como una
especie en riesgo, no se respeta la restriccion de la caceria de esta especie en la zona costera
de la Peninsula de Yucatan. Por ultimo, este estudio genera informacién importante para los
tomadores de decisiones en materia de salud ambiental sobre los efectos en L. polyphemus a
causa de la presencia de estresores ambientales asociados a actividades humanas. Finalmente,
verificar que se implementen correctamente las leyes para la conservacion de L. polyphemus

podria ayudar a incrementar el nimero de éstos organismos.
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12. PESPECTIVAS
Se recomienda aumentar el nimero de ejemplares y por ende el nimero de muestras, realizar

muestreos en las diferentes temporadas climéticas (secas, lluvias y nortes en la Peninsula de
Yucatan) y realizar monitoreo de agua. Para los analisis moleculares se recomienda incluir
analisis transcripcionales mediante la secuenciacion del RNA (RNA-Seq), asi como
considerar realizar un analisis metabolémico incluyendo bibliotecas de otras especies y
considerar la elucidacién de espectros no reportados en éstas.

Se sugiere realizar analisis de agua y sedimentos utilizando técnicas analiticas mas sensibles
para la deteccidn y cuantificacion de contaminantes emergentes (cromatografia liquida y de
gases LC/LG en conjunto con espectrometria de masas, MSD) que permitan confirmar e
identificar diversos tipos de contaminante presente en los sitios donde habita Limulus
polyphemus. Asi como espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-
MS, por sus siglas en inglés) para la determinacion y cuantificacion de metales y para
compuestos organoclorados e hidrocarburos cromatografia de gases y espectrometria de

masas (GC/MSD, por sus siglas en inglés).

Al conocer el impacto de los estresores ambientales de origen antropogénico por medio de
Limulus polyphemus como bioindicador se podrian implementar medidas para reducir el
impacto causado en la zona costera de la Peninsula de Yucatan y permitir su restauracion, asi

mismo una mejor salud del ecosistema.
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14. ANEXOS
ANEXO 1. Pardmetros fisicoquimicos registrados en los tres sitios de muestreo de la zona
de estudio.

Tabla Al. Mediciones de los parametros fisicoquimicos registrados en los tres sitios de
muestreo

SITIO FECHA T°C mS/cm  TDS g/L Sal DO pH
mg/L
Telchac 28/10/2021 24.77 34.78 22.71 21.98 8.58 9.1
Telchac 28/10/2021  21.78 34.66 22.63 21.88 8.33 9.13
Telchac 28/10/2021  24.78 34.67 22.63 21.89 8.35 9.14
Telchac 09/11/2021  25.58 23.42 15.06 13.98 6.11 8.69
Telchac 09/11/2021 25.65 25.21 16.18 15.13 6.14 8.77
Telchac 09/11/2021 25.62 24.55 15.7 14.64 6.1 8.72
Holbox 23/11/2021 24.56 56.2 36.84 37.7 2.22 8.63
Holbox 23/11/2021 24.57 55.94 36.66 37.5 2.76 8.56
Holbox 23/11/2021 24.57 56.17 36.81 37.67 2.97 8.54
San Felipe 22/10/2021 29.55 62.2 37.2 37.97 3.23 7.36
San Felipe 22/10/2021 29.77 57.36 34.17 34.5 6 7.33
San Felipe 23/10/2021 29.55 62.2 37.2 37.97 3.22 7.35
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ANEXO 2. Valores de los nutrientes en agua (fosfatos, nitritos, nitratos, silicatos y amonio
en uM medidos en la zona de estudio.

Tabla A2: Mediciones de las concentraciones de los nutrientes (fosfatos, nitritos, nitratos,
silicatos y amonio), correspondientes a los sitios de Telchac, San Felipe, Holbox.

No Clave Nutrientes (uLM)
Muestra
Fosfatos Nitritos Nitratos Silicatos Amonio
1 Telchac 0.10 ND 2.10 379.00 5.92
0.10 ND 2.05 380.00 5.59
0.10 ND 1.88 375.00 5.72
2 San 6.95 0.32 1.28 45.70 63.12
Felipe
6.85 0.29 1.56 45.30 59.61
7 0.32 1.61 45.10 58.11
3 Holbox 0.4 0.13 1.72 28.80 4.16
0.35 0.17 1.71 24.20 3.58
0.35 0.15 1.13 27.00 3.58
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ANEXO 3: Resultados de FTIR

Figura A3. Representacion de un espectro de FTIR del sitio de Holbox (muestra de agua)
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ANEXO 4. Parametros morfométricos medidos en L. polyphemus en los sitios de muestreo de la zona de estudio (Telchac, San Felipe y
Holbox)

Tabla A4.1. Valores individuales y valores promedio de las variables morfométricos medidas en LP en el sitio de muestreo de Telchac,
las abrevaturas hacen referencia a la distancia interérbita (10), longitud del opistosoma (LO), longitud del prosoma (LP), ancho del
prosoma (AP), longitud del telsén (LTE) y longitud total (LT).

TELCHAC
PESO 10* LO* LP
MACHOS HEMBRAS MACHOS  HEMBRAS  MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS
363 1298 8 11.7 7.14 11 13.8 9.97
497 940 10 10.8 8 9.5 10 12.5
309 1148 7.5 11.5 6.5 10 18.5 13
356 1247 8 12 7 10.5 8.7 14
330 793 7.8 10.4 7.5 9 9 12
241 916 7 11.4 6.4 9.5 8 11.5
349.333333 1057 8.05 11.3 7.09 9.91666667 11.3333333 12.1616667
AP* LTE* LT*
MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS
15 211 11 15.4 28.11 40.2
16.5 19 10 14.5 28 36.5
14.5 19.5 11.5 16 36.5 39
15.5 21.3 11.5 15 27.2 39.5
15 19 14 15 30.5 36
14 19 10 10 24.4 31
15.0833333 19.8166667 11.3333333 14.3166667 29.1183333 37.0333333
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Tabla A4.2. Valores individuales y valores promedio de las variables morfométricas medidas
en LP en el sitio de muestreo de San Felipe y Holbox, las abreviaturas hacen referencia a la
distancia interdrbita (10), longitud del opistosoma (LO), longitud del prosoma (LP), ancho
del prosoma (AP), longitud del telson (LTE) y longitud total (LT).

SAN FELIPE
PESO 10 LO LP AP LTE LT
MACHOS MACHOS MACHOS MACHOS MACHOS MACHOS MACHOS
300 7.3 6 8 11.2 11.6 26.6
250 7.4 2.4 9.2 12.5 10.2 28
300 7.5 6.5 9.5 11.5 12.3 23.3
344.5 7.6 7.5 9.3 12.1 12.6 29.4
298.625 7.45 5.6 9 11.825 11.675 26.825
HOLBOX
PESO 10 LO LP AP LTE LT
MACHOS MACHOS MACHOS MACHOS MACHOS MACHOS MACHOS
354.4 7.9 7.9 9.6 15.2 7.2 24.7
319.2 8 7 10 14.7 11 28
256.5 7 6.3 9.3 11.8 11 26.6

310.033333 7.63333333 7.06666667 9.63333333 13.9 9.73333333 26.4333333
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Tabla A4.3. Tabla de comparaciones entre sitios de muestreo Telchac (TC), San Felipe (SF) y Holbox (HB) con referencia a los
parametros morfométricos. Las flechas hacia arriba indican aumento y hacia abajo disminucion, el simbolo (*) en rojo sefiala diferencias

estadisticamente significativas (P = 0.05).

SITIOS TC TC(ctrl)vs (HB) TC (ctrl)vs(SF) TC(ctrlyvs TC(ctrl)vs SF(ctrl)vs SF(ctrlyvs HB (ctrl)vs HB (ctrl) vs
COMPARADOS (HB) (SF) (TC) (HB) (SF) (TC)
VARIABLES HEMBRAS VS MACHOS Y MACHOS Y MACHOS MACHOS MACHOS MACHOS MACHOS MACHOS
MEDIDAS MACHOS & HEMBRAS* HEMBRAS*
PESO ™* T ™* T T N2 N2 T N
10 ™* T ™* T T N2 N T N
Lo * T ™+ T T N2 N2 T N2
LP 0N 1t 1t (N (N N2 N2 T 2
AP ™ * * (N ™ b* N2 T 2
LTE ™ 1t (N (N N2 (N (N N2 N2
LT M T 1t 1t 1t N2 T N2 N2

108



ANEXO 5. Resultados de la identificacién de los metabolitos en la hemolinfa de L.
polyphemus de tres sitios de la zona costera de Yucatan

Tabla A5. Metabolitos inidentificados en la hemolinfa de LP colectados en Holbox,
Telchac y San Felipe concentraciones en mM

ID SITIO Etanol Lactato Metanol Propionato Succinato
HBLP_M10 HOLBOX 0.0241 0.04526667 0.12256667 O 0.0034
HBLP_M11 HOLBOX 0.0241 0.04526667 0.12256667 O 0.0034
HBLP_M9 HOLBOX 0.037466 0.0668 0.15286667 0 0.00466667
SFLP_M12 SAN FELIPE 8.7061366 1.7275 0.43496667 0.4909 0.05773333
SFLP_M13 SAN FELIPE (6).7017 0.0552 0.1239 0.01153333 0.0042
SFLP_M14 SAN FELIPE ~ 0.011533 0.10843333 0.12186667 0.02376667 0.00713333
TCLP_H1 TELCHAC 3:3044233 0.14586667 0.157 0 0.00383333
TCLP_H2 TELCHAC ?):3024166 0.10193333 0.14343333 0 0.00373333
TCLP_H3 TELCHAC 2.70504 0.55166667 0.21266667 0 0.007
TCLP_H4 TELCHAC 0.027833 0.27076667 0.15963333 0 0.00486667
TCLP_M5 TELCHAC (3;.3057033 0.27666667 0.2263 0 0.00596667
TCLP_M6 TELCHAC (3;.3038333 0.1032 0.13163333 0 0.00456667
TCLP_M7 TELCHAC (3;.3034733 0.08586667 0.0797 0 0.00336667
TCLP_H8 TELCHAC (3).3029466 0.16636667 0.1339 0 0.0053
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Continuacion de Tabla A5. Metabolitos inidentificados en la hemolinfa de LP colectados
en Holbox, Telchac y San Felipe concentraciones en mM

ID SITIO 4-hidroxi- Acetato Acetona Betaina Carnitina Creatina
benzoato
HBLP_M10 HOLBOX 0.10523333 0.02313333 0.0047 0.171 0.0054 0
HBLP_M11 HOLBOX 0.10523333 0.02313333 0.0047 0.171 0.0054 0
HBLP_M9 HOLBOX 0.11086667 0.0337 0.00563333 0.31063333 0 0.0099
SAN

SFLP_M12  FELIPE 0.13613333 0.55016667 0.0125 0.65546667 0 0
SFLP_M13 i?ll_\:PE 0.10716667 0.02063333 0.00423333 0.21986667 0 0.0031
SFLP_M14 IiéL'\:PE 0.11573333 0.03376667 0.00453333 0.4076 0.00506667 0
TCLP_H1 TELCHAC  0.08153333 0.01453333 0.01413333 0.34143333 0 0
TCLP_H2 TELCHAC 0.1185 0.01206667 0.03216667 0.18976667 0 0
TCLP_H3 TELCHAC  0.10793333 0.0359 0.00696667 0.33703333 0 0.011
TCLP_H4 TELCHAC 0.1246 0.01926667 0.0055 0.22743333 0 0.0035
TCLP_M5 TELCHAC  0.13763333 0.03443333 0.00753333 0.61026667 0.01576667 0
TCLP_M6 TELCHAC  0.14136667 0.01466667 0.0039 0.22143333 0 0.02103333
TCLP_M7 TELCHAC  0.09013333 0.01153333 0.00253333 0.1279 0 0
TCLP_H8 TELCHAC 0.1272 0.01936667 0.12453333 0.15926667 0 0.00446667
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ANEXO 6. Alineamiento de los oligos para los genes de interés

Figura A6.1 Alineamiento de los oligos para el gen enddgeno GST (013934927.2) con los oligos disefiados para este gen, para el
analisis de gPCR. Alineamientos realizados con el programa MutlAlin (Corpet, 1988).

261 2 280 290 300 o 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
¥H_013934927,2 CTTGGGATTAGACTTTCCCARTCTACCATATTATATTGATGGAGACACCARRATCAGCCARAGTGGGGCTATCTTGCCGTCATCTGGCARGGAAGCATARRATGARTGGTGAARATGARCAGGAARRAGT
fu ACCARRATCAGCCARAGTGG
'] AGT
CONSENSUS  1isssssnsssosssssssssssssnsssssssssssannnssss ACCA3AAL CAZCCAAARLE e e s vnsrsssrssssstonsrssssssssssostossrssssossostonsssssssnsss agh
331 400 10 420 430 4d0 450 460 470 480 430 500 510 h20
| + + + + + + + + + + + + |
XH_013934927,2 CAGGATTGATATGGCGGARCAACAGC TGGTAGACTTGAGARTGGGTTTTGTTAGATTTGCCTACARTCCTGATTTTGARARCTTGARGGATGGT TACTTGARAGATCTGCCTARCCAGCTGARATTGTTC
fu
rv CAGGATTGATATGGCGE
(1 T LT A R L U

Figura A6.2 Alineamiento de los oligos para el gen enddégeno CAT (013926685.2) con los oligos disefiados para este gen, para el
andlisis de gPCR. Alineamientos realizados con el programa MutlAlin (Corpet, 1988).

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1330 1400 1410 1420 1430
| |
¥H_013926685,2 GGGACGACTTTTTTCTTATTCAGACACTCATCGTCACAGAT TGGGACCARRCTATCTTCARATCCCAGTGAATTGCCCATACCGAGCTCGAACATTCAACTATCAACGAGATGGTCCCCARACAGTCAAC
fu CCATRCCGAGCTCGAACATT
rH
CONSENSUS  sussssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssCCALACCEAPCLERAACALL . ssssssssrrississasnsssssssisaaes
1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
| + + + + + + + + + + + + |
¥M_013926685,2 ARTAACCARGARGGGGCACCARATTACTATCCCARCAGCTTCAGTGGACCCCARGATTACARGATCTTCARGGAATGCARATGTTGGGCTTCTGGAGATGTGGATCGCTTTARCAGTGCTGATGATGATA
fu
rH CARGRAGGGGCACCARATTA
Consensus ...... G AR EECACCAAAEE A, v e vrssrossressrsssesssssossrsssrsssesssssosssssstssssssssssssssostossssssstossssostossssnssssnsssostes
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Figura A6.3 Alineamiento de los oligos para el gen enddgeno HPS70 (013927276.2) con los oligos disefiados para este gen, para el
analisis de gPCR. Alineamientos realizados con el programa MutlAlin (Corpet, 1988).

2341 2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470

| + ¢ ¢ + + ¢ ¢ + + ¢ + + |
#M_013927276,2  RTTCTCATATTGAGGCCCAGEARATGGAGARAGTCAGGAAGGC TG TGGAGGAGARRCAGCAGT GGCTGGATCGTCAGTTGGATGCACTRTCCCAARCAGCACARCATCAGARTCCACCAGTTTTAGTATC
™ TGTCCCAARCAGCACARCAT
fw  CTCATATTGAGGCCCAGGAR

Consensus ,..cLCAbalbyaggrrCagya.esseirarersrsrssnsrsrssrsasrsrsrssnsrsrssrsasassssrssnsesss el PLCOCBATCAPCACAACA 1sssirssriresrsrasasase

2471 2480 2430 2500 2910 2520 2530 2540 2950 2560 2570 2560 2530 2600
| |

YH_(13927276,2  GCRGATCTACCAGGARCTTCRRC TATTTGAGARC TTGTTARRCCCATTCTCACCARRCCCARRCCARRRETGGARCCCCCACCAGARGAGARGARTCGTAGTGRAGAAGEGCAAGAGCAGAARGTGAT
rw

Figura A6.4 Alineamiento de los oligos para el gen endégeno SOD (022393018.1) con los oligos disefiados para este gen, para el
andlisis de gPCR. Alineamientos realizados con el programa MutlAlin (Corpet, 1988).

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1230 1300
| |

¥H_022393018.1 TGGACCAGGTGACAGARTTAGGCATGT TRGAGACTTGRGTARCATAGARGCTGGTGATGRCLGTGTGACARATGTGCACARARCGGATARAT TRCTGTCAT TGTATGGACCECTARCCATTTTAGGACGG
™ ACCATTTTAGGACGG
fu GATGRCGRTGTGGCAARTGT

CONSENSUS  4essssnrrssssarssssssssssssssnsssssssrsssssarsssssssessPALBACEPLOLOPCARAtat, viiiisissssrirssssnrinssssrsssasasesssabtatbblagpacyy

130 1310 1320 130 130 1350 1360 137 1380 1390 1400 1410 1420 1430
| : : : : : : : : : : : : |

¥H_022393018,1 GCRAGTTGTGGTTCATGCARACCAGGATGATTTAGGAAGAGGAGGACATGAGCTCAGTARGATAAGTGGTAATGCAGRTGEGCGAGTTGCTTGTGGAGTGATAGGTATTAGTARGTARTATCTTGGGTAAA
ru  GCAGT
fu
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Figura A6.5 Alineamiento de los oligos para el gen endégeno RPL3 (013924665.2) con los oligos disefiados para este gen, para el
analisis de gPCR. Alineamientos realizados con el programa MutlAlin (Corpet, 1988).

521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650

| + + + + + ¢ + : + : + t |
¥H_013924665,2 TGTGATTGCTCATACTCRGATGAAGCTTCTGAGARRGCGTCAGAAGARGGC TCATTTGATGGARATTCAGT TARATGGGGGTACCATCCCCCAGARGATTAGGTGGGCTAGAGAGCATCTAGRARAGCAG
Fu_RL3 GRTACCATCCCCCAGRAGAT
Ru_RL3

CONSENSUS  susssssrsnssrrssrsssrsssrrssnrsssrsssrsssrsssssssarsssrsssrossssssrnsssssssssssDELACCALLCECCAZAAEAL s eursrrnsnsssrnsssrrsnrsssrsnss

631 660 670 680 690 00 110 120 130 140 150 760 170 780

| + + + + + + + + + + + + |
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Ru_RL3 ARAGGTGTAACCAGCCGATG
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ANEXO 7. Integridad de la calidad del mRNA de las muestras de extraccion de hemolinfa
de L. polyphemus

Figura A7.1. Resultados del analisis del bioanalzador para verificar la integridad del mRNA
de las muestras de hemolinfa de LP de Telchac, Holbox y San Felipe).
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Figura A7.2. Resultados de bioanalzador para verificar la integridad del mMRNA

(electoferogramas).
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ANEXO 8. Resultados de la expresidn de genes entre los sitios Telchac (TC), San Felipe (SF) y Holbox (HB)

Tabla A8.1. Comparaciones los resultados de la expresion de genes entre los sitios Telchac (TC), San Felipe (SF) y Holbox (HB) Las
flechas hacia arriba indican aumento y hacia abajo disminucion. El simbolo (*) en rojo sefiala diferencias estadisticamente significativas
(P=<0.05).

SITIOS TC(ctrl)vs (HB)  TC(ctrl)vs (SF) SF(ctrl) vs (TC) SF(ctrl)vs(HB) HB (ctrl)vs (SF) HB (ctrl) vs (TC)
COMPARADOS
FALUADOS  MEMBRASS  WEMBRAS  MempRase  MACHOS  MAGHOS  [Lloois
GST ™ 0N 2 T T L*
CAT ™ N2 0 ™~ ™ ™
HPS70 ™ 0N 0N T N2 ¥
SoD ™ 0N N2 T T ¥
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Tabla A8.2 Comparaciones los resultados de la expresion de genes entre los sitios de Telchac (TC), San Felipe (SF) y Holbox (HB)
(utilizando solo a los organismos machos). Las flechas hacia arriba indican aumento y hacia abajo disminucién. El simbolo (*) en rojo

sefiala diferencias estadisticamente significativas (P= <0.05).

SITIOS TC (ctrl) vs (HB)  TC(ctrl) vs (SF) SF(ctrl) vs (TC) SF(ctrl)vs HB (ctrl) vs (SF) HB (ctrl) vs (TC)
COMPARADOS (HB)
GENES EVALUADOS MACHOS MACHOS MACHOS MACHOS MACHOS MACHOS
GST ™ T N2 T T 2
CAT T N2 T ™* 2 N
HPS70 T N2 T T N2 N2
SoD ™ 1t N2 T N2 2
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