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Resumen

Las zonas costeras de México poseen alto valor econdmico, sociopolitico y ecoldgico, y
encuentran amenazadas por el cambio climatico y la actividad antropogénica. Debido a esto,
es necesario generar estudios de vulnerabilidad para estimar el impacto de estos factores en
los organismos que habitan en ellas. El estudio de la vulnerabilidad de cualquier organismo
depende del analisis de los pardmetros de exposicién, sensibilidad y capacidad adaptativa a
través de procesos experimentales, tedricos o en combinacion de ambos. En este trabajo, se
propone la evaluacién de la vulnerabilidad de la anémona Bunodosoma cavernatum a partir
de la valoracién de indicadores experimentales de exposicion (respuestas fisiologicas y
bioquimicas) e indicadores tedricos de exposicion, sensibilidad y capacidad adaptativa ante
el estrés ambiental y cambio climatico. La identificacion taxondémica de las anémonas se
realizd con claves taxonomicas especificas. La caracterizacion tisular se hizo con las
tinciones Hematoxilina-Eosina y Tricromica de Mallory. El indicador experimental de
exposicion fue evaluado experimentalmente utilizando respuestas fisiologicas y bioquimicas
con los siguientes biomarcadores de exposicion: citocromo P450 (CYP), la proteina de
choque térmico (HSP70), y metalotioneinas (MTs) que fueron utilizados para obtener un
indice inmunohistoquimico. También se us6 el aumento de temperatura (2 °C) como
indicador teorico de exposicion. La sensibilidad se evalué con la dependencia del habitat,
interacciones interespecificas, dependencia de desencadenantes ambientales, umbral
ambiental y endemismo. Por ultimo, la capacidad adaptativa fue evaluada con la limitacion
de dispersion de la especie. Los parametros de vulnerabilidad fueron categorizados con
valores numéricos del 1 al 3 (baja a alta vulnerabilidad). Dichos valores numéricos
fueron promediados para obtener un indice vulnerabilidad final. Los datos morfofisioldgicos
indicaron que la especie empleada en este estudio es Bunodosoma cavernatum. El andlisis
tisular permitié caracterizar el tejido muscular y epitelial acompafiado de cnidocitos,
mesoglea y la presencia de fibras de colageno. El parametro de exposicion tuvo un valor de
2, esto indica que B. cavernatum se encuentra dentro la categoria de exposicién moderada.
Los indicadores tedricos de sensibilidad presentan valor de 1, lo que indica baja sensibilidad.
La capacidad adaptativa presentd un valor de 3, lo que coloco a la anémona en categoria de
baja adaptacion. El indice de vulnerabilidad calculado a partir de los pardmetros indicaron
que B. cavernatum present6 vulnerabilidad ambiental moderada (2). La integracion de las
respuestas fisioldgicas y bioguimicas con indicadores teoricos, es una alternativa valiosa para
la evaluacidn y seguimiento de los ecosistemas amenazados por la actividad antropogénica

y el cambio climatico.
Palabras clave: Bunodosoma cavernatum, cambio climatico, estrés ambiental,
inmunohistoquimica, vulnerabilidad.
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Abstract

The coastal areas of Mexico have high economic, sociopolitical, and ecological value, and
are threatened by climate change and anthropogenic activity. Due to this, it’s necessary to
generate vulnerability studies to estimate the impact of these factors on the organisms that
inhabit them. The study of the vulnerability of any organism depends on the analysis of the
parameters of exposure, sensitivity and adaptive capacity through experimental, theoretical
processes or a combination of both. In this work, the evaluation of the vulnerability in the
sea anemone Bunodosoma cavernatum is proposed based on the evaluation of experimental
indicators of exposure (physiological and biochemical responses) and theoretical indicators
of exposure, sensitivity and adaptive capacity to environmental stress and climate change.
The taxonomic identification of the anemones was carried out with specific taxonomic keys.
Tissue characterization was performed with Hematoxylin-Eosin and Mallory's trichrome
stains. The experimental indicator of exposure was experimentally evaluated using
physiological and biochemical responses with the following biomarkers of exposure:
cytochrome P450 (CYP), heat shock protein (HSP70), and metallothioneins (MTs) that were
used to obtain an immunohistochemical index. Temperature increase (2°C) was also used as
a theoretical indicator of exposure. Sensitivity was assessed with habitat dependence,
interspecific interactions, environmental trigger dependence, environmental threshold, and
endemism. Finally, adaptive capacity was assessed with species dispersal limitation.
Vulnerability parameters were categorized by assigning numerical values from 1 to 3 (low to
high vulnerability). These numerical values were averaged to obtain a final vulnerability
index. Morphophysiological data indicated that the species used in this study is Bunodosoma
cavernatum. Tissue analysis allowed to characterize the muscular and epithelial tissue
accompanied by cnidocytes, mesoglea and the presence of collagen fibers. The exposure
parameter had a value of 2, this indicates that B. cavernatum is in the category of moderate
exposure. The theoretical sensitivity indicators have a value of 1, which stated low
sensitivity. The adaptive capacity presented a value of 3, which placed the anemone in a
category of low adaptation. The vulnerability index calculated from the parameters indicated
that B. cavernatum presented moderate environmental vulnerability (2). The integration of
physiological and biochemical responses with theoretical indicators is a valuable alternative
for the evaluation and monitoring of ecosystems threatened by anthropogenic activity and
climate change.

Keywords: Bunodosoma cavernatum, climate change, environmental stress,
immunohistochemistry, vulnerability.



Introduccion

Existen cinco presiones principales sobre la biodiversidad; la pérdida y degradacién del
habitat, la contaminacion, la sobreexplotacién (uso insostenible), las especies exoéticas
invasoras y el cambio climéatico (Berry et al., 2013). EI cambio climético es la amenaza
directa méas significativa para la mayoria de las especies acudticas, ya que produce el
calentamiento y acidificacion de los océanos, y eventualmente la pérdida de ecosistemas
como los arrecifes de coral (Wolff et al., 2018). Estos, se caracterizan por la presencia de un
grupo de animales conocidos como cnidarios, asociados a sistemas altamente vulnerables a
una amplia gama de estresores derivados de la actividad antropogénica y el cambio climatico
(Hoegh-Guldberg et al., 2017; Van Hooidonk et al., 2016). A medida que continta el cambio
climéatico se proyectan mayores impactos, mientras que las respuestas adaptativas de los
ecosistemas y las especies pueden retrasarse. Por lo tanto, es necesario identificar hasta qué
punto puede aumentar la vulnerabilidad de las especies o de los ecosistemas (Berry et al.,
2013).

El Grupo Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climatico (IPCC) (2014) define
la vulnerabilidad como “la predisposicion de una especie a verse afectada negativamente”.
Aungue actualmente no existe un consenso en la literatura cientifica con respecto a la
definicion de "vulnerabilidad de la especie”, generalmente se acepta que esta en funcién de
factores tanto intrinsecos como extrinsecos. Para la evaluacion de la vulnerabilidad a menudo
se consideran los siguientes parametros: sensibilidad, exposicion y la capacidad adaptativa
(Foden et al., 2013; Williams et al., 2008). La sensibilidad se define como el grado en que
una especie se ve afectada adversamente por cambios en el ambiente, mientras que, la

exposicion es la fase en la cual un sistema u organismo se encuentra en relacion o contacto



con fuentes de estrés o presiones diferentes, mientras que, la capacidad adaptativa se refiere
al potencial, capacidad o habilidad de un sistema para ajustarse a satisfactoriamente a los
cambios climéticos (Ayeni, 2018; Dagnino et al., 2008; Wong et al., 2014) (figura 1). Los
parametros de vulnerabilidad (sensibilidad, exposicion y capacidad adaptativa) utilizan
diferentes criterios y enfoques divergentes para identificar los efectos derivados del estrés

ambiental (Foden et al., 2013; Pacifici et al., 2015; Schloss et al., 2012).
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Vulnerabilidad= Exposicion + Sensibilidad + Capacidad adaptativa

Figura 1. Sinergia entre los parametros de vulnerabilidad. Modificada de Farag et al., (2018). Adaptada
por Valdez-Peralta et al., (2021).

El estrés ambiental se define como la suma de todas las respuestas fisioldgicas que ocurren
cuando los organismos intentan establecer o mantener la homeostasis, debido a la

modificacion de las condiciones ambientales Optimas de las especies o0 por la exposicion a



contaminantes (Auro-de Ocampo & Ocampo-Camberos, 1999; Stevenson, 1996). Para el
seguimiento de los cambios que produce el estrés ambiental se han propuesto organismos
bioindicadores. Estos, son propios o comunes de un medio ambiente, cuantifican la magnitud
del estrés, las caracteristicas del habitat y el grado de exposicion al estresor o el grado de
respuesta ecologica a la exposicion. El uso de bioindicadores permite una vision integral y
retrospectiva de las cualidades del medio en el que se desarrollan los organismos acuaticos.
Al seleccionar un bioindicador se deben tomar en cuenta, entre otras, las siguientes
caracteristicas: su relevancia biologica, relevancia social, sensibilidad a estresores, y su
amplitud de respuesta a estresores y sitios (Van Hassel & Farris, 2006). Deben ser sensibles
a los cambios que en su medio se presenten y ser capaces de ofrecer informacion sobre éstos,
mismos que se relacionan y traducen directamente en su estructura o fisiologia (Capo, 2007).
Las anémonas son una nueva alternativa como organismo bioindicador para evaluar el efecto
del estrés ambiental (Ellison et al., 2017; Miller et al., 2007). Las anémonas pertenecen al
Phylum Cnidaria, y viven en sistemas generalmente asociados a arrecifes y aguas
con caracteristicas de transparencia y alta calidad (Petralia et al., 2014) (figura 2). Los
cnidarios, se caracterizan por tener células urticantes llamadas cnidocitos, los cuales
segregan toxinas, como las actinoporinas, citolisinas y hemolisinas (Madio et al., 2019). Las
anémonas se han propuesto como organismos bioindicadores debido a su baja movilidad y
capacidad de tolerancia al estrés (Vitale et al., 2020). Existen estudios donde se ha evaluado
la estructura tisular y el efecto de variables fisicoquimicas con el uso de diversas dmicas
empleando lotes de 5 a 12 organismos (Ellison et al., 2017; Gadelha et al., 2013; Gadelha et
al., 2017; Hillyer et al., 2016). A pesar de existir evidencias del efecto del cambio climético
en los cnidarios, la informacion acerca de los procesos fisioldgicos, celulares y sus cambios

derivados de la exposicion a contaminantes y estrés ambiental es aun carente (Hillyer et al.,
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2016; McFall-Ngai et al., 2013; Miller et al., 2007). En los organismos biomarcadores, el
estrés ambiental es evaluado de distintas maneras y enfoques, entre los que destacan las
respuestas fisioldgicas y bioquimicas (Boscolo Papo et al., 2014; Jer6nimo-Juérez et al.,

2020).

Figura 2. Aspecto externo de la anémona Bunodosoma cavernatum.

El estrés ambiental puede inducir cambios fisiolégicos y bioquimicos en los organismos,
afectando su salud. Debido a esto, se han propuesto modelos biolégicos denominados
biomarcadores que evaluan el efecto del estrés ambiental en la salud de los organismos (Farag
et al., 2018; Jerénimo-Juarez et al., 2020; Marigbmez et al., 2017). Los estudios de
biomonitoreo han sugerido evaluar biomarcadores que den cuenta de las respuestas
bioldgicas asociadas al estres ambiental, los biomarcadores pueden ser de exposicion, efecto
o sensibilidad (Forouhar-Vajargah et al., 2019). Dentro de los biomarcadores propuestos, se

encuentra la histopatologia que permite caracterizar cambios tisulares en érganos y tejidos

4



blanco para evaluar los efectos del estrés ambiental. El anélisis histopatol6gico permite
estimar la exposicion de los organismos, al evaluar las alteraciones tisulares derivadas del
estrés ambiental, independiente de la variable de exposicion o contaminante (Alfonso et al.,
2020; Freschet et al., 2018; Gonzalez-Orenga et al., 2020; Minkina et al., 2021; Marigdbmez
et al., 2017; Forouhar-Vajargah et al., 2019; Nath et al., 2019; Lacroix et al., 2017). Los
cnidarios presentan diversos tipos de respuestas tisulares que responden ante factores de
estrés ambiental, y también se cree que hay varios tipos de respuestas aun por descubrir
(Parisi et al., 2020). Se han realizado varios bioensayos con cnidarios donde se han observado
las respuestas tisulares de estos organismos ante diversas fuentes de estrés como lo son:
cambios de temperatura y contaminacion por metales pesados (Downs et al., 2009; Dunn et
al., 2002; Gadelha et al., 2013; Gadelha et al., 2013). Algunas de las respuestas tisulares
reportadas son: hiper-eosinofilia, neoplasia, necrosis, picnosis, pérdida de la arquitectura
celular, vacuolizacién generalizada, adelgazamiento de epitelios y citoplasma condensado,
algunas de estas respuestas pueden ser observadas en la figura 3. Estas respuestas tisulares

pueden ser reversibles o permanentes (glosario 1).
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Figura 3. Respuestas tisulares del Coral Stylophora pistillata. A) La flecha azul indica necrosis celular en la
epidermis y las flechas negras apuntan a células que se desintegran, como se indica por la hiper-eosinofilia. B)
La flecha indica que la degradacién celular de los nlcleos redondeados es evidente por el aumento de la
vacuolizacion. (C) Pérdida de arquitectura de las células gastrodérmicas. La flecha negra denota picnosis.
Tomada de Downs et al., (2009).



El estudio de respuestas fisiologicas y bioguimicas considera la activacién o inhibicion de
distintos mecanismos celulares de autorregulacion (Ogawa, 2014; Sarshad et al., 2021). Uno
de los mecanismos celulares de autorregulacion méas importantes es la expresion de proteinas
de estrés debido a que reflejan la exposicion a diferentes componentes toxicos, y sus efectos
en los organismos vivos. Entre las proteinas asociadas al estrés estan el citocromo P450
(CYP, por su abreviatura en inglés), las proteinas de choque térmico (HSP), y las
metalotioneinas (MTs) (Boscolo Papo et al., 2014; Ellison et al., 2017; Johnstone et al., 2019;
Rumahlatu et al., 2013). En anémonas, se ha estudiado el rol de la proteina CYP en la
induccion de la actividad oxidasa de funcion mixta para evaluar los efectos del benzopireno
(BAP) (GOmez-Gutiérrez & Guerra-Rivas, 2010). Por otro lado, el rol de la proteina HSP70
se ha estudiado en anémonas en condiciones extremas de salinidad, cambios de temperatura,
pérdida de simbiosis y condiciones variantes de oxigenacion (Dunn et al., 2004; Dunn et al.,
2002; Ellison et al., 2017; Snyder & Rossi, 2004). También se ha evaluado la expresion de
las metalotioneinas ante la presencia de metales pesados como el cadmio (Huang & Chen,
2007). La integracion de respuestas fisiologicas y bioquimicas de un organismo con
indicadores tedricos de referencia (atributos bioldgicos de referencia) como: la movilidad, la
dependencia del habitat, las interacciones interespecificas, entre otras, permite estimar en
diferentes niveles de organizacion biologica la salud del ecosistema y eventualmente su
vulnerabilidad. Existen diferentes metodologias para el estudio de la vulnerabilidad, en
algunas se considera la evaluacion de indicadores tedricos, experimentales 0 una mezcla de
ambos. Algunos de los indicadores méas usados son: limites de tolerancia fisioldgica por
especie, tasa/capacidad de dispersion, cambios proyectados en hébitats o &reas
climaticamente adecuadas, asociacion con habitats sensibles/restringidos, diversidad

genetica, tamafio de la poblacion y migracion (Berry et al., 2013). La evaluacion de los
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indicadores se puede utilizar para obtener puntajes, categorias o indices, que a menudo son
mas faciles de interpretar y utilizar por los cientificos y tomadores de decision para el cuidado
ambiental, permitiéndoles identificar especies en riesgo dentro de areas de interés bioldgico
(areas naturales protegidas, reservas de la biosfera, etc.) (IUCN, 2019; Pacifici et al., 2015).
Existen diversas metodologias semi-cuantitativas para evaluar las areas de interés bioldgico,
entre los que destacan la asignacion de escalas colorimétricas y rangos numericos (Cyrielle
et al., 2020; Pacifici et al., 2015). Las escalas numéricas y colorimétricas han sido usadas
para estimar la salud y vulnerabilidad de organismos, y sistemas acuéaticos ante el cambio
climético y estrés ambiental. Ademas, ofrecen la ventaja de ser de facil comprension para el
publico en general quienes identifican el riesgo o peligros por colores (rojo, amarillo o verde)
0 escalas numéricas relativamente sencillas (rangos de 1 a 10) (Galloway et al., 2007;
Jeronimo-Juérez et al., 2020; Matadamas-Guzman et al., 2019; Ramirez-Trejo et al., 2019;
Wolff et al., 2018).

Estimar la wvulnerabilidad de las especies permite asociar parametros tedricos y
experimentales que reflejen el impacto antropogénico y factores globales de cambio en el
sitio de estudio, coadyuvando a la toma de medidas de proteccion, remediacion y legislacion.
Los estudios de vulnerabilidad constituyen herramientas que facilitan la integracion de
indicadores y parametros de alta relevancia para el uso y regulacion de zonas costeras. Las
zonas costeras de México poseen alto valor econdmico, sociopolitico y ecoldgico. El
desarrollo urbano, la falta de oportunidades de empleo y bienestar en las comunidades rurales
se encuentran entre los mas grandes problemas en la evaluacion del riesgo y vulnerabilidad
de las zonas costeras de México, debido a que propician polos de atraccion y aceleran
procesos de migracion hacia los litorales lo cual modifica las variantes de estudio

constantemente (Rivera-Arriaga, 2017). La poblacion que migra hacia los litorales se
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encuentra en aumento constante, lo cual afecta las zonas costeras de varias maneras, incluida
la carga de nutrientes, la contaminacion y la alteracion del habitat. Cada uno de estos efectos
tienen consecuencias sobre los ecosistemas costeros, sobre la salud, y el bienestar econémico
de las poblaciones humanas que viven cerca de la costa (Solow, 2016). La zona costera de
Tecolutla se encuentra localizada en la region norte de Veracruz, la cual ha sido categorizada
como una de las tres regiones vulnerables del Golfo de México (Rivera-Arriaga, 2017).
Especificamente en Tecolutla, Veracruz hay escasos reportes sobre la riqueza biologica y el
estado de salud de los organismos acuéticos y no existe reporte sobre la vulnerabilidad de los
organismos marinos del sistema. Asi mismo, es una zona descuidada y desprotegida en
materia de legislacion ambiental y estudios de proteccion a los recursos acuaticos (Bonfil et
al., 2021; Jer6nimo-Juérez et al., 2020; Ramirez-Trejo et al., 2019; Rivera-Arriaga, 2017).
Conocer el estatus de vulnerabilidad de los organismos en vida silvestre que tienen las zonas
costeras mexicanas, permite obtener informacion sobre el estado de salud del ecosistema que

facilita la toma de decisiones en materia de legislacion, y remediacion ambiental.



Justificacion

Las zonas costeras de México poseen alto valor econémico, sociopolitico y ecoldgico, y
algunas estan categorizadas como de alta vulnerabilidad, tal es el caso de la zona Norte del
estado de Veracruz. Debido a esto, es necesario realizar estudios que ayuden a medir el
impacto del cambio climatico y la actividad antropogénica en los organismos acuaticos de
Tecolutla, Veracruz. En los programas de biomonitoreo se evaltan diferentes parametros a
través del uso de biomarcadores de exposicion, efecto y sensibilidad, entre ellos estan:
valores morfométricos, aspectos macroscopicos, respuestas enzimaticas, evaluaciones
tisulares y celulares, entre otros. Sin embargo, derivado de los efectos provocados por el
cambio climatico, la evaluacion de la contaminacion y estrés ambiental a través del
biomonitoreo requiere sumar factores de vulnerabilidad que permitan integrar respuestas a
diferentes niveles de organizacién bioldgica para establecer el potencial dafio a corto, medio
y largo plazo de una especie. La integracion de respuestas fisioldgicas y bioquimicas, y
caracteristicas biologicas permiten establecer valores de referencia para establecer una
categoria de vulnerabilidad de una especie, y posibilita tomar decisiones en el
establecimiento de planes de proteccion y manejo del organismo. Ademas, el grado de
vulnerabilidad de una especie, puede utilizarse en combinacion con otros indices biologicos,
econdmicos Y sociales para establecer la salud del sistema acuatico, permitiendo establecer
criterios de coordinacion y participacion de tomadores de decisiones sobre el acceso,
conservacion y legislacion de los recursos acuaticos. En consecuencia, este trabajo busca
estimar la vulnerabilidad de la anémona Bunodosoma cavernatum de Tecolutla, Veracruz y

generar conocimiento que permita la conservacion de la especie y el sistema.



Pregunta de investigacion

¢La integracion de respuestas fisioldgicas y bioquimicas como indicadores de exposicion
combinadas con indicadores tedricos de exposicion, sensibilidad y capacidad adaptativa
permitira evaluar la vulnerabilidad de la anémona Bunodosoma cavernatum de Tecolutla,

Veracruz?

Hipotesis

Las respuestas fisioldgicas y bioquimicas permiten estimar el efecto del estrés ambiental
como pardmetro de exposicion, estas podran asociarse con parametros tedricos de
exposicion, sensibilidad y capacidad adaptativa para establecer la categoria de vulnerabilidad

de la especie y eventualmente del sistema.
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Objetivos

Obijetivo general

Establecer la categoria de vulnerabilidad de la anémona Bunodosoma cavernatum de
Tecolutla, Veracruz a través de la evaluacion de indicadores experimentales (respuestas
fisiologicas y bioquimicas) de exposicion, integrados con indicadores tedricos de exposicion,

sensibilidad, y capacidad adaptativa.

Objetivos particulares

e Mantener a la anémona en condiciones controladas para realizar la descripcion

morfolégica.

e Esclarecer la identidad taxonomica de la anémona con el fin de tener certeza de la
especie del modelo experimental.
e Caracterizar a nivel tisular de tres regiones caracteristicas de la anémona (tentaculos,

columna y discopedio).

o Realizar la dentificion de componentes celulares de la anémona a través del analisis
histoquimico.

e Analizar mediante biomarcadores de exposicion inmunohistoquimicos las respuestas
fisioldgicas y biogquimicas.

e Realizar una matriz de evidencias experimentales-tedricas para generar un indice de

la vulnerabilidad de la especie.
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Materiales y métodos

Area de estudio

Tecolutla es un municipio que se encuentra en la zona norte del estado de Veracruz, la cual
ha sido categorizada como zona vulnerable (Rivera-Arriaga, 2017). Colinda al norte con
Papantla, al sur con los municipios de Martinez de la Torre y San Rafael, al oeste con
Gutiérrez Zamora y al este con el Golfo de México. El estudio se realiz6 en la zona conocida
como la escollera la cual se encuentra entre los paralelos 20° 48° 02" Ny -97° 01’ 18" O
(figura 4). Su actividad principal es la agricultura, pero también destaca su participacion en
la ganaderia, pesca y turismo (Lépez-Portillo et al., 2009). Si bien es una zona de alta riqueza
bioldgica, no se cuenta con suficientes estudios sobre el tipo de fauna bentonica o sobre el
estado de salud actual que guardan los organismos en esa zona. El Golfo de México se
encuentra en una zona de transicion, por lo tanto, la variabilidad estacional es menos
pronunciada que en la mitad tropical sur. Debido a esto, el clima se divide en estaciones secas
y lluviosas. La temperatura media anual en la zona de arrecifes es de 26 ° C (Jordan—

Dahlgren, 2004).
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Figura 4. Mapa de Tecolutla, Veracruz.

Obtencién de anémonas y manejo de muestra

Se obtuvieron de la pesca incidental 14 anémonas (de 2 a 3 cm de longitud). Posteriormente,
los animales fueron trasladados en un recipiente de 20 litros con aireacion y flujo constante
(bomba de agua marca Lomas® y una bomba de aire marca Aqua Subal®) al Centro de
Investigacion y Docencia para el Manejo Integral de Recursos Acuaticos (PIMVS-
CIDMIRA) de la UAM-I. En el laboratorio, las anémonas se colocaron en acuarios de 70 L
con agua marina con salinidad de 32 g/L (previamente preparada con sal marina marca
Instant Ocean®). El acuario contd con accesorios para control de la calidad del agua
(Skimmer marca Haqos 300® y filtro marca Boyu®) y temperatura (termostato marca
Boyu®). Los parametros de control y mantenimiento fueron: salinidad de 32 g/L, pH de 7 +

1y temperatura de 23 °C = 1 (Schmoyer, 2014). Las anémonas se aclimataron mediante el
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método de goteo para igualar la salinidad y se alimentaron con una mezcla de fitoplancton y
zooplancton comercial (marca Reef snow®) de aproximadamente 0.5 g cada 72 h. Se
realizaron cambios parciales de agua cada semana y se controlaron los parametros

fisicoquimicos diariamente (Schmoyer, 2014).

Dos anémonas fueron elegidas al azar para identificar el método mas efectivo de anestesia
para el manejo de los organismos. Se analizaron dos métodos: 1) mediante la exposicién a la
mezcla de sales de MgClz con cristales de mentol (marca Sigma-Aldrich®, numero de
catalogo M-8266, grado reactivo MQ200) y 2) con la reduccion gradual de temperatura
(Spano & Flores, 2013). Se tomaron los pardmetros morfométricos de las anémonas
anestesiadas con la reduccion gradual de temperatura a través del método de Deserti et al.,
(2012), el cual sugiere cruzar dos diagonales perpendiculares en la superficie basal del
organismo (disco pedio) y calcular el valor medio de las diagonales con base a la siguiente

formula:

dl+d2

Media (cm) = 3

De cada anémona, se obtuvo el diametro del disco oral, columna y disco pedio mediante un
vernier (marca CALIPER® de precision 0.02 mm). Finalmente, se identificaron las
caracteristicas morfoldgicas externas de las anémonas: apariencia, numero y arreglo de
tentaculos, asi como la presencia y disposicién de las verrugas en la columna con ayuda

de un microscopio estereoscopico (marca MOTIC®, modelo SMZ-161).

Identificacion taxondmica de la especie en estudio
La identificacion taxonomica de las anémonas se determiné a partir de la observacion de

caracteres morfolégicos diagndsticos propuestos para identificar a las anémonas
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(Haussermann, 2004). Los caracteres empleados en tentaculos fueron: apariencia, nimero y
disposicion en el disco oral. En cuanto a la columna se tomo en cuenta la presencia o
ausencia de verrugas y en el caso de que estuvieran presentes se considerd la distribucion de
estas en la columna. Con el andlisis de estos caracteres y con las claves propuestas
por Fotheringham et al., (1975) y Gonzélez-Mufioz et al., (2013), se determind la especie de

la anémona de Tecolutla, Veracruz.
Evaluacion de respuestas fisioldgicas y bioquimicas

Preparacion del tejido

Para la caracterizacion histoldgica de la anémona y buscando evitar el sacrificio de los
organismos se utilizaron biopsias de los tentaculos, columna y disco pedio. Estos fueron
colocados en cassettes histologicos marca Simport® modelo Histossete I. Los tejidos fueron
fijados en solucion Bouin por una semana con recambios cada 48 horas (Spano & Flores,
2013). Transcurrido ese tiempo se deshidrataron, aclararon e infiltraron en un procesador de
tejidos marca Leica® modelo TP1020. Los tejidos fueron embebidos en un medio de parafina
marca Paraplast® de Leica Microsystems (NUmero de catdlogo EM-400), mediante un centro
de inclusién marca Leica® modelo EG1140-H dejandose solidificar en una placa enfriadora
marca Leica® modelo EG1140-C. Los tejidos se cortaron a un nivel de 5 um con dos réplicas
cada una mediante un micr6tomo rotatorio marca Microm® modelo HM3156, haciendo
especial énfasis en el tentaculo, la columna'y el disco pedio. Una vez recuperados los tejidos
en los portaobjetos, estos se colocaron en una estufa de secado marca Felisa® modelo 131 a
60°C durante 1 h. Para cubrir los tejidos se utilizo una solucién a base de xilol y resina

sintética de montaje marca Golden Bell® al 50% dejandose secar en una estufa Felisa®
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modelo 131 por un periodo de 24 h. Transcurrido ese tiempo, las muestras se tifieron de la
siguiente manera:
1. Técnica de rutina: Hematoxilina y Eosina por tiempos estandarizados (Lillie &
Fullmer, 1976) con el fin de reconocer los tejidos que componen a la anémona.
2. Histoquimica: Con la técnica Tricromica de Mallory con el fin de diferenciar entre

tejido muscular, mesoglea y fibras colagenas (Davenport Jr. & Ball, 1979; Glass,

1947).
Analisis inmunohistoquimico de biomarcadores experimentales de exposicion
Para evaluar la exposicion, se utilizaron biopsias incluidas en parafina de la anémona B.
cavernatum de Tecolutla, Veracruz. Las biopsias fueron tomadas y preparadas previamente
en un estudio de regeneracion por Matadamas-Guzman et al., (2019), alas 8, 24,48y 72 hy
facilitadas para que en este trabajo se evaluaran biomarcadores de exposicion a través de la
técnica inmunohistoquimica. Los biomarcadores empleados son citocromo P450 (CYP), las
proteinas HSP 70, y las metalotioneinas (MTSs). Los cortes tisulares fueron sometidos a un
procesamiento histolégico donde se desparafinaron en Xxileno antes de la hidratacion
mediante una serie graduada de etanol. Para recuperar el antigeno inducido por calor,
utilizamos un recuperador (Diva Decloaker 20x DV2005, Biocare Medical®) diluido 1:20
con agua destilada en una olla a presion eléctrica digital (modelo DC2002, Biocare
Medical®) a 25 PSl y 125 °C durante 5 min. Las preparaciones tisulares se lavaron con Tris
buffer salino (TBS) (tamp6n de lavado automatico, 40X, Biocare Medical®) y luego se
enfriaron progresivamente a temperatura ambiente durante 20 min. Las peroxidasas
enddgenas se neutralizaron incubando las preparaciones tisulares con el bloqueador

(bloqueador de peroxidasa enddgena PX968G, Biocare Medical®) durante 5 min a
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temperatura ambiente en una camara incubadora (modelo RMIQ105, Biocare Medical®),
para evitar fluctuaciones naturales de temperatura. La solucion de bloqueo en exceso se
elimind por lavado en TBS. Posteriormente, todas las incubaciones se realizaron a
temperatura ambiente. Las secciones seriadas se incubaron durante 45 min con 100 pL de los
anticuerpos primarios dentro de la camara de la incubadora, con las siguientes
particularidades por anticuerpo:

e Para el citocromo P450, utilizamos el anticuerpo monoclonal de raton CYP1A2
[15E2] (No. de catadlogo de Genetex®: GTX84638), dilucion 1:50.

e Para la proteina HSP70, se aplicaron 100 uL del anticuerpo en una dilucion 1:20
(Hsp70 [3A3] antibody Rabbit polyclonal antibody anti-human. Genetex®, No. de
catalogo: GTX25439).

e Para Metalotioneinas, se aplicaron 100 pL del anticuerpo en una dilucion 1:10
(Metallothionein antibody [UC1MT] antibody mouse monoclonal antibody anti-
rabbit/Genetex®, No. de catalogo: GTX12228).

Después de lavar en TBS, las secciones se incubaron con un polimero (EnVision + System-
HRP, Polimero marcado (raton) K4000, Agilent Dako®) que contenia anticuerpo secundario
y estreptavidina durante 45 min. Luego, tefiimos las preparaciones tisulares con
diaminobencidina (DAB), usando 1 mL de tampdn de sustrato y 50 uL de cromégeno (Dako
Liquid DAB + Substrate Chromogen System K3465, Agilent Dako®) durante 10 min. Los
cortes histoldgicos se tifieron por contraste con hematoxilina (hematoxilina de Harris,
Biocare Medical®) durante 5 min. Posteriormente, fueron sumergidas en agua amoniacal al
0.1% para lograr el viraje en los colorantes, para después ser deshidratadas gradualmente.

Las muestras se montaron con una solucién de resina de xileno sintético al 50%.
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Analisis morfologico y toma de Microfotografias

Cada preparacion histoldgica se observo con un microscopio optico marca Carl Zeiss® Primo
Star acoplado a una camara marca Canon® modelo Power Shot G10 y a un ordenador marca
Toshiba® modelo Satellite, se realizé un barrido en tres objetivos 10x, 40x y 100x y se
observaron 50 campos por preparacion histologica, tomandose fotografias de las regiones
objetivo: tentaculos (tipo de tejido muscular y células especializadas) columnay disco pedido
(tipo de tejido muscular). Para columna y discopedio se observd qué tipo de musculo esta
presente y se reconocid su disposicion alrededor de la cavidad gastrovascular. Estas
preparaciones fueron analizadas en el software Canon® Utilities Remote Capture DC version
3.1.0.5. Las fotomicrografias obtenidas se editaron mediante el software Carl Zeiss® AxiVs
40V version 4.8.0.0.

Para la técnica inmunohistoquimica todos los portaobjetos se observaron bajo un
microscopio Optico (Zeiss®, PrimoStar 176045) acoplado a una camara digital (Canon®,
Powershot G10). EI inmunomarcaje se considerd positivo cuando la intensidad de la tincion
fue mayor que el fondo observado en el control negativo. La especificidad de la
inmunotincion se verifico incubando las secciones con un tampén fosfato salino (PBS) en
lugar del anticuerpo primario especifico. Esta validacion se realizd para todos los anticuerpos
en cada tejido. Para evitar el secado, las preparaciones se mantuvieron en una solucion
tampon. El programa IHC Profiler se utilizé para asignar una puntuacion automatizada a las
imagenes IHC y descartar cualquier diagndstico erréneo por tincién de fondo mediante el
uso de un perfil de pixeles computarizado basado en la deconvolucion del color a través del
programa J Image® desarrollado en los Institutos Nacionales de Salud (NIH, RRID:

SCR_003070). La puntuacion de densidad dptica IHC para cada zona se asigna de la
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siguiente manera: 3 para la zona positiva alta, 2 para la zona positiva, 1 para la zona positiva

bajay 0 para la zona negativa (Udawatte et al., 2020; Varghese et al., 2014).

Integracion del indice de vulnerabilidad

La vulnerabilidad fue evaluada con los tres parametros: sensibilidad, exposicion y capacidad
adaptativa. Para estimar la vulnerabilidad de la anémona Bunodosoma cavernatum al estrés
ambiental y cambio climético se realiz6 una matriz de evidencias experimentales-tedricas, la
cual integr6 el resultado del indicador experimental de exposicién (indice
inmunohistoquimico), la interpretacion del posible aumento de temperatura y las
caracteristicas bioldgicas de la anémona que podrian limitar su sobrevivencia. La puntuacion
de cada indicador teorico es determinada por el investigador con base a estudios previamente

publicados sobre la especie.

Integracion de los indicadores teoricos y experimentales del parametro de exposicion

La exposicion se establecio con el uso de biomarcadores de exposicion a través del
procesamiento histoldgico de biopsias de anémona de mar para obtener un indice
inmunohistoquimico de tres marcadores de estrés ambiental (HSP70, MTs y CYP) para
demostrar la relacion con el medio ambiente y sus posibles contaminantes (Jeronimo-Juarez
et al., 2020). Este parametro se complementa con el empleo de la magnitud de la temperatura
con base en la metodologia sugerida por Berry et al. (2013) donde se establece un rango
arbitrario de 2 °C como limite maximo tolerable para los ecosistemas segun el informe del

IPCC (2014). Para obtener el valor final se uso la siguiente ecuacion:

[Indicador experimental (Indice inmunohistoquimico: [H) + indicator tedrico]
N

Exposicion =
indicadores
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Parametro de sensibilidad

Para estimar la sensibilidad, se utilizaron los criterios utilizados por Béhm et al., (2016),
Carantofia & Hernandez, (2017) y Foden et al., (2013) donde las especies son evaluadas
segun sus caracteristicas biolégicas conocidas, ya que éstas podrian limitar la supervivencia
de estas especies. Estas caracteristicas son: dependencia del habitat, interacciones
interespecificas, dependencia de desencadenantes ambientales, umbral ambiental y

endemismo (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas bioldgicas que estiman la sensibilidad de una especie.

Indicador Significado

Aquellas especies con tolerancias fisioldgicas estrechas y dependientes de
condiciones ambientales especificas (regimenes de temperatura, pH del agua o
Umbral ambiental niveles de oxigeno)

Esta dependencia puede estar relacionada con: 1) Distribucidn restringida a habitats
susceptibles al cambio climatico; 2) Alto grado de dependencia de un habitat

Dependencia del especializado; 3) Dependencia de un microhabitat particular.

hébitat

Aquellas especies que pueden sufrir modificaciones en sus respuestas biologicas
relacionadas con el medio (migracion, puesta de huevos, hibernacién). Algunas
sefiales como la precipitacién y la temperatura (incluida su interaccion y los efectos
acumulados) se veran afectadas por el cambio en las condiciones ambientales.

Dependencia de
desencadenantes
ambientales

Dependencia de interacciones entre especies (relacidn depredador-presa, simbiosis),
Interacciones que pueden verse afectadas por las interrupciones generadas por el cambio
interespecificas  ambiental.

Endemismo Especies con poblaciones reducidas y distribucion limitada, aisladas o fragmentadas.
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Para obtener el valor final del parametro se usoé la siguiente ecuacion:

Y(valor de los indicadores)
N

Sensibilidad =

indicadores

Parametro de capacidad adaptativa

La capacidad adaptativa se determin0 a través de la limitacién intrinseca de dispersién de la
especie, es decir la movilidad. Debido a que las especies con bajo potencial de dispersion a
largas distancias son propensas a tener una capacidad limitada de adaptacion, ya que es poco
probable que puedan moverse en respuesta a un ambiente cambiante (Foden et al., 2013).
Obtencion del valor numeérico de vulnerabilidad

Cada uno de los pardmetros de vulnerabilidad fue categorizado mediante la asignacion de
valores numéricos que van del 1 al 3 de acuerdo a su vulnerabilidad relacionada con el cambio
climético y estrés ambiental. Los valores asignados para vulnerabilidad fueron: 1 para baja,
2 para moderada y 3 para alta. Finalmente, se utiliz6 un método analitico simple dénde se
sumaron y promediaron los valores obtenidos por parametro para obtener un indice de

vulnerabilidad final (Carantofia & Hernandez, 2017).

Exposicion+Sensibilidad+Capacidad adaptativa

Vulnerabilidad =

paramétros
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Resultados

Mantenimiento de los organismos y obtencién de muestras

Utilizando los parametros de confinamiento: salinidad de 32 g/L, pH de 7 y temperatura de
23 °C, no se presentdé mortalidad durante el periodo de confinamiento, ni alteraciones en la
morfologia o comportamiento de los organismos. Con respecto al tipo de anestesia usada
para el manejo de los organismos y la obtencién de muestras, la reduccién gradual de
temperatura fue el adecuado. Con la reduccion gradual de temperatura se conservo la
morfologia oral del organismo, asi mismo la inhibicion a los estimulos fue total. Por otro
lado, se descartd el método de la mezcla de sales de MgCl2 con cristales de mentol, ya que
con esta técnica se observo la secrecion de mucosidad excesiva, respuesta positiva ante

estimulos externos y la pérdida de morfologia oral.

Identificacion taxondmica de las anémonas recolectadas en Tecolutla, Veracruz

Las anémonas obtenidas en Tecolutla, Veracruz presentan tentaculos ordenados alrededor de

la cavidad oral (Figura 5A). Por su morfologia, los tentaculos se clasificaron como conico-

lisos (Figura 5C) y presentaron un color de marrén amarillento a rojizo.

Figura 5. Caracteristicas generales de Bunodosoma cavernatum. A. Presenta cinco ciclos de tentaculos en
el disco oral. B. En la columna (circulo) se observan hileras de verrugas. C. Los tentaculos presentan morfologia
conica-lisa.
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Por otro lado, en la columna se observan verrugas con contorno redondeado y dispuestas en
hileras longitudinales (Figura 5B). En el disco pedio y columna se observaron de color
marrén claro pasando por tonalidades naranjas, rojizas-amarillas y hasta de color verde olivo.
Los parametros morfométricos obtenidos fueron: de 20 a 38 mm de diametro en el disco oral,
una longitud de los tentaculos de entre 3 y 15 mm, didmetro de la columnade 15a 17 mmy
en el discopedio se observo un diametro de 10 a 13 mm (Tabla 2). Estos fueron comparados
con lo reportado por Gonzélez-Mufioz et al. (2013) y se observan en la tabla 2. Los caracteres
taxondmicos que se observaron en la anémona de Tecolutla, Veracruz, fueron: presencia de
~96 tentaculos dispuestos en cinco coronas en la cavidad oral y presencia de verrugas

dispuestas en 90 hileras longitudinales.

Tabla 2. Caracteres morfolégicos que se asocian a la

anémona
Parametros morfométricos
Carécter Morfoldgico Bunodosoma cavernatum reportados por Gonzélez-Mufioz et
al. (2013)

Ndmero de tentaculos 91-97 92
Namero de ciclos de tentaculos 5 5
Namero de hileras con

90 90
verrugas en la columna
Diametro disco oral 17-23 (mm) 13-22 (mm)
Diametro columna 15-18 (mm) 15-18 (mm)
Diametro del disco pedio 12 -20 (mm) 10-18 (mm)
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Descripcion tisular de la anémona Bunodosoma cavernatum

La caracterizacion histologica permitié observar los tejidos y células caracteristicas que
conforman el disco oral, tentaculos, columna y el disco pedio. En la zona oral se observé
tejido muscular organizado en paquetes de fibras musculares longitudinales, estas fibras estan
relacionadas con la funcion del movimiento para la retraccion de los tentaculos (figura 6A).
En los tentaculos se observaron células especializadas como espirocistos y nematocistos
(figura 6B). En la columna de la anémona se observaron fibras musculares longitudinales y
parieto-basilar. La columna presenta ademas, musculos retractores relacionados con la
contraccién de la anémona (figura 6C). Finalmente, en el disco pedio se observaron fibras

musculares longitudinales y basilares (figura 6D).
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Figura 6. Caracterizacion tisular de la parte oral, columna y disco pedio de la anémona. A. Corte
transversal de un tentaculo, se observa conformado por una capa externa de células especializadas (flechas),
una mesoglea como tejido de soporte (1), tejido muscular para el movimiento de los cnidocitos (2) y una cubierta
interna epitelial (3). B. Presencia de cnidocitos tipo espirocistos (flechas) en un tentaculo. C. La estructura
semicompacta de la columna esta formada por tejido muscular (2) que rodea en su totalidad a la mesoglea (1)
que aisla a la cavidad gastrovascular, estos musculos se especializan en la retraccion y en el soporte de la
anémona. D. La estructura de soporte y fijacion al sustrato de la anémona, el disco pedio, presenta tejidos
musculares (2) que coadyuvan en el movimiento. Tincién H-E.

Por otro lado, la técnica histoquimica permitié observar los tejidos y la distribucion del
colageno que conforman el disco oral, tentaculos, columna y el disco pedio. En la zona oral
se observd tejido muscular organizado en paquetes de fibras musculares longitudinales sobre
una cama de colageno en la parte interna del tentaculo (Figura 7A). En los tentaculos se
observaron células especializadas (cnidocitos) en la parte apical, con el colageno dando
soporte al musculo longitudinal, donde también se pueden observar zooxantelas (flecha)
embebidas en las fibras de colageno (Figura 7B). En la columna de la anémona se observaron

fibras musculares longitudinales acompafiadas de fibras de colageno (Figura 7C). En el disco
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pedio se observaron las fibras de colageno acompafando a los paquetes musculares basilares

(Figura 7D).

Figura 7. Estructura tisular y diferenciacion mediante técnicas especiales. A y B) Corte longitudinal del
tentaculo, se aprecia tejido muscular (1) que da soporte a los cnidocitos, estructuras especializadas de los
cnidarios. Este tejido muscular descansa sobre una capa de fibras de colagena (azul), donde se pueden apreciar
embebidas las zooxantelas (flechas). C) Acercamiento de la columna orientada hacia la epidermis, se aprecian
tejido musculares (1) rodeados de fibras de colagena (azul) y tejido conectivo/mesoglea (rojo). Estas fibras dan
soporte y retraccion a la anémona. En la epidermis podemos observar una verruga (3) elemento caracteristico
de la especie. D) El disco pedio muestra tejidos musculares (1) a la periferia, en el centro concentra fibras de
colagena (azul) y tejido conectivo/mesoglea (rojo) que dan soporte desde abajo a la cavidad gastrovascular.
Tincién Tricrémica de Mallory.

Evaluacion de biomarcadores de exposicion
Se observé inmunorreaccion positiva de tres biomarcadores de exposicion especificos en los

mesenterios y foliculos germinales (Tabla 3). Los resultados se describen a continuacion:
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e CYP: La inmunorreaccion positiva del anticuerpo CYP se observé en el citoplasma
de las células epiteliales del mesenterio (Figura 8A 'y 8B).
e HSP70: El marcador HSP70 se observo en el citoplasma y algunos nucleos epiteliales
en los mesenterios y foliculos germinales (Figura 8C y 8D).
e Metalotioneinas (MTs): La presencia inmunohistoquimica de MT se observé en el
citoplasma del epitelio del mesenterio y en los foliculos germinales (Figura 8E y 8F).
La contratincion e intensidad de reaccion se comparé con tejidos de anémonas tratados como
testigos positivos, donde fue evidente la inmunorreaccion para los tres marcadores. En la
figura 5H se muestra solo el testigo positivo para HSP70, sin embargo, los otros dos

marcadores mostraron el mismo comportamiento.
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Figura 8. Inmunorreaccion positiva de los marcadores CYP, proteinas HSP70 y Metalotioneinas (MTs)
en diferentes tejidos de la anémona Bunodosoma cavernatum. A) y B) Mesenterios que muestra
inmunorreaccion positiva para CYP en el citoplasma de las células epiteliales. C) Mesenterios que muestra la
inmunorreaccion en el epitelio en color marrén para el marcador de HSP70. D) Foliculos germinales con
positividad para HSP70 en la region epitelial. E) Mesenterio positivo para el marcador de MTs. F) Foliculo
germinal con inmunorreaccion para el marcador de MTs. G. Seccion del tracto digestivo empleado como control
negativo en donde no hay inmunorreaccién. H. Control positivo para el anticuerpo HSP70 con tincidon marron
en el citoplasma de células epiteliales que indica la inmunorreaccion. Todas las secciones fueron contratefiidas
con Hematoxilina de Harris.
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En la tabla 3 se muestra un resumen de la inmunorreaccion que presentaron los tres
marcadores de estrés ambiental analizados. De los tres marcadores empleados los que
presentaron mayor positividad entre los tejidos fueron citocromo P450 a partir de las 8 horas
en ambos tejidos con intensidad baja. Las proteinas HSP70 tuvieron positividad en foliculos
germinales a partir de las 8 h y en mesenterios a las 48 h. Mientras que en las metalotioneinas

ambos tejidos fueron positivos a partir de las 48 h.

Tabla 3. Presencia de biomarcadores (inmunoreaccién) en las muestras obtenidas de la anemona B.
cavernatum a las 8, 24, 48 ,y 72 h.

Organo Inmunomarcador Inmunoreaccion (+ o -) Intensidad
CYP De8a72h
Mesenterios HSP70 Ded48a72h Baja positividad
MT De48a72h
) CYP De8a72h
ggrlrﬁ:]r:gfes HSP70 De8a72h Baja positividad
MT De48a72h

CYP - Citocromo P450
HSP 70 — Proteinas de estrés térmico
MTs — Metalotioneinas

Considerando la relacion entre inmunoreaccion y o6rgano se establecio un indice

inmunohistoquimico (Tabla 4).

Tabla 4. Valores asignados a los biomarcadores de exposicion para calcular el indice
inmunohistoquimico.

Biomarcador Presencia de inmunoreaccion Valor asignado a cada biomarcador
CYP +) 1
HSP70 ) 1
MTs (+) 1

indice inmunohistoquimico (IH) = 3

CYP - Citocromo P450

HSP 70 — Proteinas de estrés térmico
MTs - Metalotioneinas

(+) Reaccion positiva
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Indice de vulnerabilidad de la anémona Bunodosoma cavernatum

Parametro de exposicion

Indicador experimental

El nimero medio de marcadores inmunohistoquimicos positivos observados en la anémona
de mar a través del indice inmunohistoquimico (Tabla 4) colocan a la anémona con un valor
de 3.

Indicador teorico

La temperatura promedio anual en la zona arrecifal de Veracruz es de 26 °C (Jordan
Dahlgren, 2004). Por lo tanto, un aumento proyectado de 2 °C no representaria un problema
importante para laanémona de mar (Gadelhaetal., 2017). En consecuencia, se asignd 1 como
valor.

Valor del parametro de exposicion

Después de promediar los valores obtenidos de los indicadores experimental (3) y tedrico
(1), se obtuvo un valor de 2. En consecuencia, coloca a B. cavernatum con una exposicion
moderada.

Parametro de sensibilidad

B. cavernatum es una especie de amplio nicho (valor de 1) y distribucién (valor de 0) (Fautin,
2013). Por otro lado, es fisiologicamente vulnerable a los cambios de temperatura, por lo que
se le asigna un valor de 1 (Gadelhaet al., 2017). Una misma temperatura puede desencadenar
varios procesos, incluida la pérdida del simbionte. La simbiosis es la interaccion mas
relevante en los cnidarios y puede verse afectada por el cambio climético y el estrés ambiental
(valor 2) (Richier et al., 2006). Finalmente, B. cavernatum no depende mucho de los

desencadenantes ambientales, excepto en algunos casos de la temperatura que sirve como
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sefial para la reproduccién (Parisi et al., 2020). Estas respuestas colocan a B. cavernatum con

baja sensibilidad (Tabla 5).

Tabla 5. Valores asignados a la caracteristicas biologicas de B. cavernatum para obtener el parametro
de sensibilidad.

. . Valor Valor de
Indicador Interpretacion en B. cavernatum X e
asignado sensibilidad

Dependencia del Especie con un amplio nicho 1
habitat
Endemismo Especie de amplia distribucion 0
Umbral ambiental ~ Las anémonas son vulnerables a la temperatura. 1 Baja

: ) . o sensibilidad
Interacciones Cuando la anémona de mar pierde el simbionte, hay un (1)
interespecificas gasto energético significativo para mediar en sus 2

respuestas bioquimicas.

Dependencia de A veces, la temperatura sirve como sefial para la
desencadenantes reproduccion. 1

ambientales

Parametro de capacidad adaptativa
B. cavernatum es un animal semisésil, por lo que tiene muy poca movilidad. Por ello, se le

asignd un valor de 3 porgue casi no tendra capacidad de adaptacion (Tabla 6).

Tabla 6. VValor asignado al parametro de capacidad adaptativa de B. cavernatum.

Indicador Interpretacion en B. cavernatum Valor de capacidad adaptativa
bilsrgg?;:jonn intrinseca de la Las anémonas son semisésiles Baja capacidad adaptativa (3)

Vulnerabilidad de la anémona B. cavernatum

De acuerdo a los parametros utilizados la exposicion fue moderada, la sensibilidad fue baja
y la capacidad adaptativa (Tabla 7). Estos elementos permitieron determinar que la
vulnerabilidad de la anémona B. cavernatum es moderada ante el estrés ambiental y cambio

climatico.
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Tabla 7. Valores asignados a los parametros de vulnerabilidad para construir el indice de
vulnerabilidad.

Vulnerabilidad
anémona

Valor
asignado

Parametro de

vulnerabilidad Escala

Indicador

Exposicion

Cambio de temperatura
de 2°C (7)

indice
inmunohistoquimico

Riesgo menor (1)
Riesgo medio (2)
Riesgo alto (3)

Sin exposicién (0)
Un marcador positivo
1)

Dos marcadores
positivos (2)

Tres marcadores
positivos (3)

1

Exposicion
moderada (2)

Sensibilidad

Umbral ambiental

Dependencia de un
habitat

Dependencia de sefiales
ambientales

Dependencia de
interacciones inter-
especificas

Endemismo

No presenta
vulnerabilidad
fisiologica (0)

Baja vulnerabilidad
fisiologica (1)
Moderada
vulnerabilidad
fisiologica (2)

Alta vulnerabilidad
fisiologica (3)

Especie generalista (0)
Especie poco
especializada (1)
Especie moderadamente
especializada (2)
Especie altamente
especializada (3)

Nula dependencia(0)
Baja dependencia(1)
Moderada dependencia
)

Alta dependencia (3)
Nula dependencia (0)
Baja dependencia (1)
Moderada dependencia
)

Alta dependencia (3)
Especie no endémica

©)

Especie endémica (3)

Sensibilidad baja
1)

Capacidad
adaptativa

Potencial de dispersion

Alta movilidad (1)
Moderada movilidad (2)
Baja movilidad (3)

3

Capacidad
adaptativa baja (3)

La anémona presenta vulnerabilidad ambiental moderada (2)




Discusion

Para la realizacion de la observacién y caracterizacion morfoldgica se empled un acuario con
las siguientes condiciones controladas: salinidad de 32 g/L, pH de 7 + 1 y temperatura de 23
°C £ 1. Los acuarios se han utilizado con el fin de describir procesos biolégicos (ciclo de
vida), observar comportamiento y controlar variables que causen efectos sobre los
organismos de estudio. Estos dispositivos se han empleado en diversos trabajos cientificos
de ecotoxicologia y farmacologia (Brown et al., 2017; Thoré et al., 2021; Wang, 2018; Cleal
et al., 2020). Cuando se trabaja con organismos vivos, es necesario conocer tanto la biologia
del animal, como los parametros fisicoquimicos del agua porque estos permiten minimizar
las variaciones del medio y asegurar la sobrevivencia de los animales de estudio (Gagliardi
etal., 2015; Kellner et al., 2018; Takehana et al., 2020; Thoré et al., 2021). Para este trabajo,
los parametros fisicogquimicos del agua a los que fueron mantenidas las anémonas de
Tecolutla son los recomendados para cnidarios (Schmoyer, 2014). Se ha reportado que la
anémona Bunodosoma cavernatum es de tipo eurihalino por lo que se adapta a distintas
concentraciones de sales (Kasschau et al., 1980). En otros trabajos estas anémonas se han
mantenido en condiciones experimentales con un rango de salinidad de 26 hasta 32 g/L y a
una temperatura desde 20 hasta 26 °C (Ellington, 1982; Kasschau et al., 1984). Por lo tanto,
las anémonas de la especie B. cavernatum pueden sobrevivir amplios rangos de salinidad y
temperatura, lo cual las convierte en un modelo experimental facil de mantener. En cuanto a
la alimentacion, se ha sugerido que para corales blandos y anémonas se suministre alimento
comercial (Schmoyer, 2014). Especificamente, la anémona B. cavernatum ha sido
alimentada con porciones pequefias almejas o camarones (1 g) cada 96 h en condiciones

experimentales (Ellington, 1982; Kasschau et al., 1980). Con la anémona de Tecolutla, el
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emplear este tipo de alimento propuesto por Ellington (1982) y Kasschau et al., (1980)
produjo un exceso de mucosidad, por lo que se decidio eliminar ese alimento y utilizar el
alimento comercial (mezcla de fitoplancton y zooplancton (Matadamas-Guzmén et al.,
2019). Con esta mezcla se obtuvieron resultados positivos debido a que no hubo mortalidad,
ni desarrollo de mucosidad u otros cambios fisiologicos aparentes. Por lo anterior,
recomendamos que en estudios posteriores con esta especie de anémona se alimente con
la mezcla de fitoplancton y zooplancton, esto trae la ventaja de tener alimento al alcance por
ser comercial y elimina la necesidad de constantemente tener camarén o almeja fresca en
refrigeracion.

Debido a la diversidad de métodos de anestesia en estos organismos se realizd una
estandarizacién para conocer el método ideal. Para la anémona B. cavernatum, de los dos
métodos de anestesia probados, la de reduccion gradual de temperatura result6 ser la 6ptima.
Esta técnica se ha recomendado por Spano & Flores (2013) en el manejo de anémona. Por el
contrario, el método que incluye la mezcla de MgClz con cristales de mentol, que también se
ha reportado como método de anestesia, inhibe el trabajo experimental subsecuente con las
anémonas. Esto es debido a que tuvieron una reaccion fisioldgica no esperada pese a que los
reportes de este método indican que es el adecuado y los parametros fisicoquimicos del agua
fueron apropiados (Gomes et al., 2011). La anestesia por mezcla de MgCl2 con cristales de
mentol no fue exitosa debido a que la anémona present6 contraccién de los tentaculos en el
procedimiento, ademas el organismo mantuvo una respuesta ante cualquier estimulo, lo cual
se puede deber a la diferencia de temperatura, en este caso entre el acuario y la mezcla de
MgClz (Gadelha et al., 2017). Debido a esto, y con base en el presente trabajo, se recomienda

disminuir la temperatura en el agua donde se mantiene a la anémona para que esta se relaje.
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Por otro lado, en estudios con organismos vivos, es importante seguir los lineamientos de
ética cuando se realiza una investigacion como esta. En este trabajo se emplearon los criterios
de manejo y experimentacion aprobados por el Consejo Divisional de CBS de la UAM-I en
“Lineamientos para la conduccion ética de la investigacion, docencia y la difusion en la
Division de Ciencias Bioldgicas y de Salud”. Asi mismo, se emplearon biopsias para evitar
el sacrificio del organismo, que permitieron una recuperacion tisular. Esos resultados forman
parte de otra investigacion con relevancia en el estudio de la regeneracién muscular en
metazoos (Matadamas-Guzmaén et al., 2019).

Diversas caracteristicas en las anémonas (forma, nimero de tentaculos y musculos o el
tamafio de cnidocitos) varian entre especies incluso del mismo género, por lo cual una
interpretacion correcta requiere de experiencia y de informacién suficiente que permita
identificar todas estas variables (England, 1987). En este estudio, se observaron tentaculos y
disco oral totalmente extendidos, ademas de una columna cilindrica y ancha, los caracteres
observados y el estudio de la anémona en un ambiente controlado permitieron obtener la
identidad taxonomica de la especie. En este caso, la anémona de Tecolutla corresponde a la
especie Bunodosoma cavernatum. La distribucion de esta especie se ha reportado desde la
costa norte de Venezuela, pasando por el Golfo de México hasta el Atlantico Norte (Fautin,
2013). Estudios realizados por otros autores sobre la distribucion de este género, han
evidenciado registros en ciertas zonas de Veracruz y de la peninsula de Yucatan (De la Cruz
Francisco et al., 2017). Sin embargo, dentro del estado de Veracruz no se menciona el
municipio de Tecolutla como lugar de distribucion de esta especie; esta informacion se suma
a los registros que tiene el propio municipio de Tecolutla sobre su diversidad biol6gica, en
donde no se enlista la presencia de esta anémona (Coordinacion Estatal de Medio Ambiente,

2007; Lopez-Portillo et al., 2009). La importancia de conocer la identidad taxonomica de una
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especie radica en la contribucion al acervo biolégico de una region y consecuentemente a
incentivar su conservacion a través de programas de proteccion. Ademas, con la ayuda de
estudios posteriores, generar informacion sobre su funcién en el ecosistema y sus propiedades
biotecnologicas. Debido a que estas propiedades podrian generar un area de oportunidad para
la poblacién de Tecolutla, Veracruz, a través del aprovechamiento sostenible. En el caso de
Tecolutla, diversos son los esfuerzos que se realizan para conocer la identidad de otros
organismos acuaticos del sistema, tales como peces y bivalvos (Jerénimo-Juérez et al., 2020;
Ramirez-Trejo et al., 2019; Inoue et al., 2020; Hernadndez-Sanchez et al., 2020; Bonfil et al.,
2021).

El anélisis histoldgico de un organismo permite obtener respuestas que se pueden asociar a
su estado basal o a estresores ambientales (Prasad et al., 2008). Diversos son los trabajos
que hacen descripciones histologicas en anémonas con fines Unicamente taxondmicos.
Consecuentemente, la caracterizacion basal de los tejidos toma relevancia, para poder
comparar e interpretar cambios histopatolégicos en diversas investigaciones (Boscolo Papo
et al., 2014; Dodd et al., 2018; Usheva et al., 2006). Estas mismas lesiones no han sido
caracterizadas del todo en cnidarios (Galloway et al., 2007). Gadelha et al., (2013) describen
lesiones en la membrana celular, desintegracion de ovocitos y tejidos ovaricos asociadas a la
exposicion a disruptores endocrinos. También se han documentado los efectos de la
exposicion a metales en la anémona Actinia equina donde se exhibi6 necrosis de tentaculos,
filamentos mesenteriales, gastrodermis y musculos retractores. Ademas de la pérdida de
células mucosas y vacuolacion (Gadelha et al., 2013). En esta anémona no se realiz6 un
estudio histopatoldgico.

La descripcion tisular de cada 6rgano corresponde con la descrita en otros trabajos para B.

cavernatum (Gonzélez-Mufioz et al., 2013). En los tentaculos se identificaron musculos
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longitudinales ectodérmicos que proveen movimiento y soporte a los cnidocitos (Gomes et
al., 2011). En la columna y disco pedio se identificaron musculos retractores fuertes y
restringidos, musculos parietobasilares y basilares bien desarrollados a los cuales se le han
asociado funciones de sostén estructural y a la retraccion del organismo (Barzansky &
Lenhoff, 1974). La retraccién muscular estd asociada a los procesos hidrodindmicos de los
cnidarios para responder al ambiente (Koehl, 1977b). El andlisis tisular permitié describir la
presencia de tejido muscular, epitelial y mesoglea que en cnidarios funge como tejido
conectivo (Koehl, 1977a). La mesoglea se forma a partir de glucoproteinas de la familia del
colageno, la mesoglea puede ser un factor que contribuya al establecimiento de una forma
morfologica particular de células adherentes (Barzansky & Lenhoff, 1974). En la especie B.
cavernatum se observaron ceélulas especializadas, llamadas cnidocitos. Los cnidocitos
observados son del tipo espirocistos, basitricos, p-mastigoforos y holotricos (Anderson et al.,
2004; Gonzalez-Mufioz et al., 2013; Mckay & Anderson, 1988). En este trabajo no se
caracterizaron las toxinas de la anémona, pero se ha reportado que pueden ser neurotdxicas
y citotoxicas. Esto es importante, ya que poseen efectos antiinflamatorios, antitumorales, y
antibacterianos, por lo que son de interés terapéutico (Madio et al., 2019; Rocha et al., 2011).
Por otro lado, los andlisis histoquimicos se realizan como un complemento del andlisis
histologico. La histoquimica tiene como fin evidenciar compuestos quimicos en los
tejidos (Lillie & Fullmer, 1976). En este trabajo se empled la tincion Tricromica de Mallory
porque esta técnica permite diferenciar entre tejido muscular, mesoglea y fibras de
colageno (Davenport Jr. & Ball, 1979). El analisis histoquimico en la anémona de Tecolutla
permitié evidenciar la presencia de fibras gruesas de coldgeno derivadas de la mesoglea en
toda la anémona. El colageno se define a menudo como uno de los componentes especificos

de las matrices extracelulares de metazoos y es sintetizado por las celulas epiteliomusculares
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epidérmicas (Singer, 1974). El colageno tipo IV se ha descrito en los primeros animales
multicelulares ramificados, esponjas y cnidarios. Las fibras de coldgeno columnar estan
dispuestas para formar capas: las fibras de cada capa tienen la misma orientacion
longitudinal, mientras que las de las capas adyacentes muestran una disposicion ortogonal
aproximada (Exposito et al., 2008). El colageno tiene gran interés biotecnoldgico, ya que
sirve para generar compuestos sintéticos similares a la seda y para la fabricacion de protesis
sintéticas de interés biomédico (Yang et al., 2013). Asi mismo, la histoquimica nos puede
ayudar a evidenciar estrés ambiental a través de la localizacion de metabolitos secundarios
como lo son los aminoacidos, acidos grasos, enzimas y lipidos. Estos metabolitos derivan de
procesos fisioldgicos cuando el organismo trata de autorregularse (Viant, 2007). La
localizacion de estos metabolitos puede revelarse con diversas tinciones como lo son: acido
peryodico-reactivo de Schiff, acetato de cobre con acido rubeénico y sudan negro entre
otras (Badria & Aboelmaaty, 2019). La presencia de estos metabolitos se ha reportado ante
diversos agentes de estrés ambiental como lo son salinidad, temperatura, contaminantes y el
blangueamiento (Ellington, 1982; Farag et al., 2018; Hillyer et al., 2016; Lu et al., 2020;
Kasschau et al., 1984; Kasschau et al., 1980; Williams et al. 2021; Pryor et al., 2021).

El estrés ambiental también puede ser evaluado a través del biomarcador
inmunohistoquimico, al observar su activacion, concentracion y expresion mediante
biomarcadores proteinicos como lo son CYP, MT y HSP70 (Rumahlatu et al., 2013). El
diagnostico del estrés ambiental a través de biomarcadores proteinicos se ha utilizado en
diferentes organismos como los son los bivalvos, equinodermos y peces (Boscolo Papo et al.,
2014; Hashimoto et al., 2012; Jeronimo-Juéarez et al., 2020; Johnstone et al., 2019).
Particularmente en anémonas, el inmunomarcaje se ha empleado para identificar y analizar

las toxinas propias del organismo, para asi localizar su distribucion y sitio de accion (Basulto
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et al., 2006; Delgado et al., 2010; Rojko et al., 2016). Sin embargo, no hay estudios donde se
reporte el uso de la inmunohistoquimica como herramienta diagnostica de estres ambiental
en anémonas. Por consiguiente, el trabajo realizado toma relevancia porque demuestra la
presencia de tres biomarcadores de estrés ambiental.

Los anticuerpos aplicados a B. cavernatum mostraron inmunorreaccion positiva a proteinas
HSP70, metalotioneinas (MTs) y citocromo P450 (CYP) en los mesenterios y foliculos
germinales. Dentro de la cavidad gastrovascular de las anémonas se encuentran los
mesenterios, los cuales se consideran “libres” debido a que pueden proyectarse fuera de la
cavidad de la anémona para lograr funciones como digestion externa, competencia y defensa,
por lo cual tienen contacto con la posible contaminacion del entorno de la anémona (Basulto
et al., 2006). Los foliculos germinales han sido reportados como tejidos sensibles ante el
estrés ambiental en diversos organismos invertebrados, por lo cual una inmunoreaccién en
esta zona es probable (Gadelha et al., 2013; Shikina et al., 2015). Los biomarcadores
utilizados en este trabajo, es decir, las proteinas HSP70, metalotioneinas (MTSs) y citocromo
P450 (CYP) se expresan cuando las células estan sujetas a estimulos, como el estrés por
cambio de temperatura, estrés oxidativo, metales pesados y el combate ante diferentes
patdégenos (Downs et al., 2002). Otros estudios con enfoque bioquimico en las anémonas
utilizaron al biomarcador CYP para evaluar los efectos del benzopireno (BAP), un
hidrocarburo aromaético policiclico (PAH) donde se observo su rol en la induccion de la
actividad oxidasa de funcion mixta (Gémez-Gutiérrez & Guerra-Rivas, 2010). Por otro lado,
el rol de la proteina HSP70 se ha estudiado en anémonas en diversos contextos como lo son:
condiciones extremas de salinidad, cambios de temperatura, perdida de simbiosis y
condiciones variantes de oxigenacion (Dunn et al., 2004; Dunn et al., 2002; Ellison et al.,

2017; Snyder & Rossi, 2004). Mientras que, se ha reportado la presencia de metalotioneinas
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en la anémona Aiptasia pulchella, donde se menciona su expresién que tiene esta proteina de
estres ante la presencia de metales pesados como el cadmio (Huang & Chen, 2007). Estos
estudios han reflejado que estos biomarcadores son idoneos para evaluar el nivel de
exposicion ambiental del organismo, lo que permite generar escalas semicuantitativas que
pueden ser usadas en modelos de vulnerabilidad. Jer6nimo-Juarez (2020) propone el uso de
un indice inmunohistoquimico dentro de un modelo de vulnerabilidad, el cual relaciona la
expresion de los biomarcadores observados entre el namero de érganos analizados, para asi
demostrar la relacion que existe entre el marcador inmunohistoquimico y los estresores a los
que se asocia. El indice inmunohistoquimico permitié evidenciar mediante una escala la
exposicion de los organismos al estrés ambiental. En este trabajo, el indice
inmunohistoquimico tuvd valor de 3 indicando una alta exposicion. Diferentes estudios
donde se han empleado estos biomarcadores indican posible exposicion del organismo a
hidrocarburos, cambios de temperatura y metales pesados, entre otros factores de estrés. El
uso del indice inmunohistoquimico dentro de un modelo de vulnerabilidad permite
eventualmente predecir algunos efectos del cambio climatico.

Los efectos del cambio climatico en la diversidad bioldgica estan cada vez més bien
documentados y se han desarrollado muchos métodos para evaluar la vulnerabilidad de las
especies a los cambios climaticos, tanto en curso como proyectados en las proximas décadas.
Para minimizar las pérdidas de biodiversidad global, los conservacionistas deben identificar
aquellas especies que probablemente sean mas vulnerables a los impactos del cambio
climatico (Pacifici et al., 2015). Los rasgos que comUnmente hacen que una especie sea
vulnerable al cambio climatico incluyen capacidades de dispersion limitadas, tasas de
reproduccion lentas, habitat especializado, requisitos dietéticos, distribucion restringida y

rareza y tolerancias fisiologicas estrechas, mientras que los héabitats potencialmente
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vulnerables incluyen éareas intermareales, y pastizales. Saber qué hace a una especie
vulnerable y dénde se encuentran las especies vulnerables puede ser muy til cuando los
profesionales necesitan evaluar la vulnerabilidad de especies para las que solo se dispone de
conocimientos basicos sobre su biologia y ecologia.

La vulnerabilidad depende del estudio de tres componentes: la exposicion, la sensibilidad
ante alguna presion especifica y la capacidad adaptativa (Berry et al., 2013; Carantofia &
Hernandez, 2017; Foden et al., 2013). Estos componentes pueden evaluarse en diferentes
niveles, desde el ecosistémico hasta por especie como en este caso (Thomas et al., 2019). Los
indices de vulnerabilidad son indicadores cuantitativos de la vulnerabilidad relativa de las
especies. Los datos derivados de los enfoques anteriormente mencionados, y de las
evaluaciones de vulnerabilidad basadas en rasgos conocidos (TVA), se pueden usar para
obtener puntajes, categorias o indices, que a menudo son mas faciles de interpretar y utilizar
para los cientificos y los profesionales para identificar especies en riesgo dentro de sus paises.
Nosotros formulamos un indicador del tipo TVA, debido a que este tipo de indicadores usan
las caracteristicas bioldgicas de las especies como predictores del riesgo de extincion o dafio
irreparable debido al cambio climéatico y perturbaciones ambientales, a menudo en
combinacion con estimaciones de exposicién (Fordham et al., 2013). Los métodos
tipicamente implican seleccionar rasgos relacionados con la sensibilidad (por ejemplo,
describiendo tipicamente la especializacion ecoldgica, las interacciones interespecificas) y la
adaptabilidad (es decir, la dispersion y la adaptabilidad fenotipica) y puntuar cada uno de
acuerdo con las observaciones o el juicio de expertos (Pacifici et al., 2015). Una limitacion
de este tipo de indices es que no proporcionan ninguna medida directa del impacto esperado
en las especies (por ejemplo, reducciones de rango, probabilidad de extincién, disminucion

de la poblacion).
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En este trabajo se evaluaron los tres componentes de la vulnerabilidad a través del uso de
enfoques tedricos y experimentales (Tabla 7). El enfoque propuesto incluye el empleo de la
inmunohistoquimica y la integracion de respuestas conocidas en el organismo para asi
constituir con los componentes de la vulnerabilidad. El indice de vulnerabilidad propuesto
en este trabajo esta conformado por un sistema de puntuacion basado en la integracion de
tres categorias con igual ponderacion entre ellas: Sensibilidad, Capacidad adaptativa y
Exposicion (Carantofia & Hernandez, 2017). La sensibilidad fue la categoria a la que se le
otorgd mayor preponderancia, conformada por un total de cinco criterios, en comparacion
con la exposicion con dos criterios y la capacidad adaptativa a la que se le asign6 uno.

La exposicion se establecié utilizando la metodologia sugerida por Berry et al., (2013),
quienes construyeron limites arbitrarios en funcion del aumento de temperatura de 2 °C
proyectado por el IPCC (2014). El parametro teérico que sefiala el IPCC y los valores
establecidos en la evaluacion de las respuestas fisioldgicas (la presencia o ausencia de
inmunoreaccion de los biomarcadores) permitieron asignar un valor al pardmetro de
exposicion. En este trabajo, se evalué la expresion de los biomarcadores citocromo P450, las
proteinas HSP 70, y las metalotioneinas para crear un indice inmunohistoquimico con la
presencia o ausencia de la reaccion antigeno-anticuerpo (Jeronimo-Juéarez et al., 2020). Con
el indicador tedrico de temperatura y el indice inmunohistoquimico se determind que la
anémona tiene una exposicion moderada (2) al estrés ambiental. Gracias a este planteamiento
se evalua el impacto de la posible presencia de diversos contaminantes o fuentes de estrés
ambiental a los que esta expuesto el organismo y se analizan diferentes escenarios climaticos
que potencialmente podrian modificar la dindmica en la que se desenvuelve el

organismo (Alfonso et al., 2020; Berry et al., 2013; Wolff et al., 2018).
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La sensibilidad es el grado en que un sistema o una especie se ve afectado por el estrés
ambiental (Dagnino et al., 2008). Para evaluar la sensibilidad del organismo, relacionamos
cinco aspectos: Dependencia de un habitat especializado, tolerancia ambiental, la
dependencia a detonantes ambientales, dependencia a Interacciones inter-especificas y el
endemismo. Seleccionamos estas variables dado que numerosos estudios sobre
vulnerabilidad demostraron que las respuestas de los organismos a las perturbaciones
dependen de sus caracteristicas biologicas (Cyrielle et al., 2020; Strain et al., 2012).
Particularmente los indicadores que seleccionamos colocaron a la anémona con baja
sensibilidad ante el estrés ambiental, donde la relacion interespecifica entre anémona y
simbionte toma un peso particular (Dunn et al., 2004; Pryor et al., 2021). La utilizacién, en
nuestro estudio, de un conjunto de rasgos bioldgicos que se sabe que responden positiva o
negativamente a las perturbaciones ambientales, permite monitorear mejor el efecto de las
actividades antropogénicas y del cambio climatico en especies benténicas (Cyrielle et al.,
2020; Foden et al., 2013; Pacifici et al., 2015).

Por Gltimo, la capacidad adaptativa se define como la habilidad de una especie o sistema para
hacer frente al impacto ambiental con una alteracion minima (Dagnino et al., 2008). Nosotros
utilizamos el potencial de dispersion del organismo como criterio para evaluar este
parametro, esto con la finalidad de poder integrar el potencial o la capacidad de una
determinada especie para adaptarse a estas variaciones o contener 0 minimizar los posibles
efectos del estrés ambiental (Bohm et al., 2016; Carantofia & Hernandez, 2017; Foden et al.,
2013). Obtuvimos un resultado de baja capacidad de dispersion debido a que las anémonas
son animales semi-sésiles y no podran dispersarse lo suficiente, por lo cual sufrirdn una

mayor exposicion al estrés (Daly et al., 2017; Foden et al., 2013).
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Los datos del modelo de vulnerabilidad aplicados en el sistema acuatico de Tecolutla,
Veracruz, indicaron que las anémonas estan expuestas a diversos contaminantes, a pesar de
que su factor de vulnerabilidad es moderado. En consecuencia, es evidente que los datos
generados en este tipo de estudios deben de ser tomados en cuenta para la toma de decisiones
por parte de la autoridad en materia de legislacion y proteccién al medio ambiente dentro del
sistema. Este trabajo propuso una alternativa metodoldgica para evaluar la vulnerabilidad de
la anémona Bunodosoma cavernatum a partir de indicadores experimentales y tedricos,
sentando una base para la investigacion y proteccion de organismos posiblemente vulnerados
por el cambio climatico y la actividad antropogénica. Todos los factores que constituyen este
indice de vulnerabilidad tinene la misma influencia, cuando en realidad es probable que
algunos factores sean mas importantes que otros y que la importancia de cada uno pueda
variar significativamente. Ademas, algunas de las suposiciones que hacemos al estimar los
parametros de vulnerabilidad puede que resulten en subestimaciones de los porcentajes de
organismos que no pueden alcanzar un hébitat adecuado. Asi mismo, suponemos que
existirdn habitats y climas adecuados para el establecimiento, la supervivencia y la
reproduccion entre las regiones de clima actual y futuro (Dormann, 2007; Schloss et al.,
2012). Sin embargo, en general, este enfoque prepara el escenario para una cuantificacion
mas avanzada de la importancia relativa de cada factor en el futuro a medida que
documentamos y comprendemos mas sobre los efectos climéaticos y ambientales en diferentes
especies (Laidre et al., 2008). El analisis de la vulnerabilidad de organismos acuaticos a
través de rasgos conocidos y respuestas inmunohistoquimicas representan una herramienta
para la evaluacion y monitoreo de los recursos acuaticos y ecosistemas amenazados por la
actividad antropogénica y el cambio climatico, presentando asi una nueva perspectiva para

la evaluacion integral de los recursos naturales. Es relevante hacer notar que este trabajo es
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la primera contribucion de este tipo sobre cnidarios en México, ademas de ser el primer
estudio sobre anémonas en el area de Tecolutla, Veracruz, contribuyendo al conocimiento de

los recursos naturales de este sistema y zonas costeras de México.
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Conclusiones

Los resultados de este trabajo nos permiten concluir lo siguiente:

La anémona de Tecolutla, Veracruz, responde favorablemente al confinamiento con
los siguientes parametros: salinidad de 32 g/L, pH 7 y 23 °C, permitiendo encontrar
condiciones fisiolégicas idoneas.

Los resultados del estudio morfolégico demostraron caracteres particulares de la
especie Bunodosoma cavernatum.

La caracterizacion tisular demostro gran cantidad de tejido muscular y mesoglea, y
agregados de células especializadas a lo largo de los tentaculos. Ademas, permitio
identificar diferentes estructuras tisulares como lo son musculos retractores, basilares,
parietobasilares y longitudinales, lo que contribuye a ampliar el conocimiento basico
sobre esta especie.

El estudio histoquimico reveld presencia de fibras de coladgeno asociadas al
movimiento de la anémona, lo cual permite evidenciar la condicion hidrodindmica
del organismo, asi como los procesos fisiol6gicos adaptativos que puede tener el
organismo.

La expresion inmunohistoquimica de proteinas HSP70, metalotioneinas y citocromo
P450 en la anémona corresponden a respuestas moleculares generadas a través de la
exposicion a estrés ambiental. De acuerdo con estos marcadores se asume la presencia
de diferentes agentes de estrés ambiental presentes en el sistema de Tecolutla, tales
como metales e hidrocarburos.

Los parametros de exposicion, sensibilidad y capacidad adaptativa indicaron que la

anémona B. cavernatum presenta una vulnerabilidad ambiental moderada.
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Glosario 1

Tabla 1. Glosario con términos histopatolégicos irreversibles

Dafios tisulares irreversibles

Necrosis

Picnosis

Perdida de
arquitectura tisular
Neoplasias

El término necrosis hace referencia a un espectro de cambios
morfoldgicos que siguen a la muerte celular en el tejido vivo, derivados
en gran parte de la accion degradativa progresiva de las enzimas sobre
las células mortalmente lesionadas.

Es la condensacion irreversible de lacromatinaen el nicleo de
una célula que experimenta necrosis 0 apoptosis.

Cambio en la distibucion celular dentro de los tejidos .

Masa anormal de tejido que aparece cuando las células se multiplican
mas de lo debido 0 no se mueren cuando deberian.

Tabla 2. Glosario con términos histopatoldgicos reversibles

Darios tisulares reversibles

Cuerpos de
inclusion de celulas
eosinofilas/
hipereosinofilia

Vacuolizacion

Adelgazamiento de
epitelios

Citoplasma
condensado

Estructuras subcelulares anormales formadas como resultado de la
infeccion viral o parasitaria. Puede ser sefial de que una desintegracion
tisular esta proxima.

Es la formacion de vacuolas o estructuras similares a vacuolas, dentro o
adyacentes a las células. Comunmente asociada con acumulacion de
lipidos.

Disminucién del grosor epitelial.

Perdida de la morfologia celular asociada a inflamaciones, sin llegar a
Ser picnosis.
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