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Por este medio, hacemos mencion que hemos revisado y aprobado el trabajo final de tesis titulado:
“Descripcion histologica del sindrome de lunares obscuros en la especie Orbicella annularis
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culminacion de este trabajo de investigacion.

Sin mas por el momento, nos despedimos de usted agradeciendo la atencion prestada.
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Resumen

En los ultimos afos se han registrado nuevos brotes en las enfermedades de corales, junto a
la persistencia y aceleracion en el desarrollo de los signos. En el caso de los arrecifes
veracruzanos, que son considerados los mas afectados en México, también han presentado
perdidas en su cobertura por diversidad de factores. El Sistema Arrecifal Lobos-Tuxpan se
presenta con una alta prevalencia de Sindrome de Lunares Obscuros (37.74%) afectando a la
especie Orbicella annularis, considerada principal especie constructora en el SALT, por lo
que comprender la funcion de la enfermedad permitird estar preparados ante cualquier
circunstancia para el control y manejo de la enfermedad. Para su estudio se utilizaron un
numero de muestras iguales de corales con signo y corales sanos, que permitié una
comparacion estructural, desarrollando una estandarizacidon en base criterios descriptivos,
asignando a cada cambio estructural un nombre y tabulando la frecuencia con la que fue
observado cada criterio, para después hacer un ejercicio estadistico. Los resultados mostraron
que la gastrodermis de la pared superficial del cuerpo de la region oral y la gastrodermis de
la coenenquima presentaron cambios morfoldgicos, ademas de diferencias en la morfologia
de los gametos, creando la hipotesis de que la enfermedad afecte la reproduccion. Por lo que
se considera que el ejercicio estadistico permite el desarrollo de hipétesis a las patologias en
corales ademas de que el estudio nos indica en que regiones debemos enfocarnos al aplicar
otros tipos de estudios biomédicos. Incluyendo al final un atlas histolégico de Orbicella
annularis para que en futuros estudios sirva como punto de comparacién o guia en esta u

otras enfermedades.

Palabras clave: Histopatologia, Sindrome-Lunares-Oscuros, Orbicella annularis
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l. Introduccion

Los arrecifes de coral son estructuras biogénicas, donde participan una gran variedad de
organismos (microscOpicos y macroscopicos) los cuales dependen unos de otros en un
delicado balance. Por ejemplo: los corales constructores generan un habitat para los peces
herbivoros y estos a su vez controlan el crecimiento de las algas, limitando su cobertura y
evitando la competencia del espacio con los corales (Apdillah et al., 2020). Estos ecosistemas
pueden desarrollarse en aguas con diferentes temperaturas, el agua del Sistema Arrecifal
Lobos-Tuxpan (SALT) puede tener una temperatura de 30°C en verano y 17°C en
invierno(CONANP, 2014) y se encuentran distribuidos en areas tropicales (23° Latitud Sur
y 23° Latitud Norte) y subtropicales (40° Latitud Sur y 40° Latitud Norte) del mundo (UNEP-
WCMC et al.,, 2021)

En el caso de la Republica Mexicana los arrecifes de coral se encuentran en las
siguientes regiones: 1) Golfo de California y oeste del Pacifico mexicano, 2) Archipié¢lago
de Revillagigedo, 3) Islas Marias, 4) Costa del Pacifico Sur, 5) Golfo y banco de Campeche
y 6) Caribe mexicano (Cederstav ef al., 2015). Ademas, su distribucion depende de diferentes
factores como son: temperatura, luz, salinidad, sedimento, oleaje, erosion del aire en las
partes donde la marea es baja y profundidad (Karleskint et al., 2012) y cabe comentar, que
los corales duros (Orden: Scleractinia) son los principales constructores arrecifales, los cuales
permiten la generacion de estos ecosistemas (Veron, 2013)

La formacion de una colonia de coral comienza desde la unidad funcional llamada
polipo (Begon et al., 2016). Dichos polipos, son organismos diblasticos (Vétvicka y Sima,
1998), los cuales se encuentran conectados entre si por un canal gastrovascular permitiendo
la comunicacion, el paso de nutrientes y la union entre ellos (Work y Meteyer, 2014). Aunado
a lo anterior los pélipos poseen la capacidad de segregar en su parte aboral carbonato de
calcio (CaCOs3) formando un esqueleto que acrece y contribuye al desarrollo del ecosistema
arrecifal (Laborda, 2018). Es importante indicar que, dentro de los tejidos de los poélipos se
encuentran dinoflagelados simbiontes llamados zooxantelas, las cuales hacen fotosintesis y
proveen de carbohidratos al coral, mientras que a cambio el polipo le proporciona nitrégeno
y dioxido de carbono (Karleskint ef al., 2012).

Desafortunadamente, en todo el planeta existen reportes de la presencia de diversas
enfermedades que afectan a los corales: banda amarilla, manchas obscuras, viruela blanca,

banda negra, blanqueamiento, entre otras (Gil-Agudelo et al., 2009; Harvell et al., 2007). Por



su parte, en la Reptblica Mexicana se han reportado diversas enfermedades en los corales,
siendo los mas impactados los que se encuentran en las costas veracruzanas (Moriarty ef al.,
2020). Como dato importante se puede comentar, que en 2016 se reportd que alrededor del
30% de los arrecifes coralinos del pais se encuentran severamente dafiados y se estima que
para el 2030 podria perderse el 60% de ellos, lo anterior como una consecuencia de los
fendmenos naturales y causas antropogénica (contaminacion, cambio climatico, sobrepesca,
entre otros) (Pérez-Verdin et al., 2016).

Dentro de las especies de corales mas afectadas por las enfermedades mencionadas
se encuentran Acropora palmata, Orbicella annularis, Siderastrea siderea, Orbicella
faveolata y Montastraea cavernosa. Como un ejemplo de estos, se encuentra el arrecife
Tuxpan, localizado en la parte sur del Sistema Arrecifal Lobos-Tuxpan (SALT), donde
dominan por las especies O. annularis y Orbicella faveolata (Gonzalez-Gandara y Salas-
Pérez, 2019); las especies cuales se ha mostrado una alta prevalencia del Sindrome de
Lunares Oscuros (SLO) (37.74%) (Garcia-Ayala, 2017). Aun siendo afectada por SLO
mantiene su dominancia O. annularis, como también los es en el golfo de México y el Caribe,
debido a que puede resistir al estrés térmico, a la turbidez y al sedimento (Loya, 1976) ademas
de que a su relacion con el simbionte (zooxantela) es diferente, mencionada como “flexible”
debido a que puede cambiar la abundancia del simbionte dentro del tejido con mas facilidad
que otras especies(Kennedy et al., 2019).

Sin embargo y a pesar de la relevancia ecosistémica de O. y su grado de afectacion
por enfermedades coralinas tales como SLO, existen a nivel mundial pocos estudios
histopatologicos que describan y clasifiquen las lesiones causadas por el SLO en esta
especie(Work y Meteyer, 2014). El presente estudio se desarrolld como una aportacién que
ayude a describir y sistematizar las lesiones tisulares que se encuentran en pdlipos de O.

annularis afectados por el SLO.



Il. Antecedentes
2.1.- Orbicella annularis

La especie Orbicella annularis (Ellis & Solander, 1786) anteriormente fue clasificada con el
género Montastrea, cambid su taxonomia en el 2012 a Clase: Anthozoa; Subclase:
Hexacorallia; Orden: Scleractinia; Familia: Merulinidae; Género: Orbicella; Especie:
Orbicella annularis (Ellis y Solander, 1786). Tiene una distribucion en 30 paises del Caribe,
sur de Florida, Bahamas y Bermudas (Budd ef al., 2012; Yranzo et al., 2020) y es una de las
especies mas dominantes en el Golfo de México (Torruco et al., 2021) y los arrecifes de
Veracruz (Gil-Agudelo et al., 2020). Finalmente, y debido a su adaptabilidad, las colonias de
O. annularis se pueden distribuir en profundidades entre 1 a 20 metros y son consideradas
una de las especies constructoras mas importantes por la forma que desarrolla su
exoesqueleto (Yranzo et al., 2020). Actualmente se encuentra en la lista roja de la [IUCN con
el estatus de “Peligro de extincién”, mientras que la NOM-059-SEMARNAT-2010 la

clasifica como “Amenazada”.

2.1 Anatomia e histologia del polipo

Las colonias de corales tienen como unidad fundamental a un médulo llamado “Pélipo”, el
cual posee una estructura diblastica, lo que significa que tiene una epidermis (ectodermo) y
una gastrodermis (endodermo) y los divide una estructura tisular denominada mesoglea la
cudl puede variar de tamafio y espesor dependiendo la parte del polipo donde se encuentre.
Es importante mencionar que en el 2007, Galloway et al. dividieron anatomicamente a los
polipos en tres regiones; a) Coenénquima, b) pdlipo y c¢) esqueleto (Tabla 1). Ademas,
Berzins et al. (2021) determinaron que estas regiones se componen histologicamente de tres
tipos de epitelios: a) integumentario, b) exoesqueleto y c) digestivo).

La coenenquima tiene dos paredes divididas por el canal gastrovascular, el cual le
permite el paso de nutrientes y comunicacion entre los modulos. En la parte interna del pdlipo
estd la cavidad gastrovascular que contiene el mesenterio, compuesto por la mesoglea y la
gastrodermis. Esta ultima le da soporte y aumenta el tamafio del pdlipo y es donde
generalmente se encuentran los gametos. Las partes que se van extendiendo al margen del
mesenterio son los filamentos mesentéricos, los cuales forman las bandas cnidoglandulares,

donde estan los nematocistos y enzimas digestivas. En la parte aboral esta una capa epitelial



llamada calicodermis que secreta carbonato de calcio y forma el exoesqueleto (Ilustracion 1)

(Berzins et al., 2021).

Tabla |. Regiones anatomicas para la examinacién de un polipo. (Galloway et al., 2007)

Regiones

Coenenquima

Polipo

Esqueleto

Estructuras Parte Anatémica

Canal gastrovascular

Oral

Aboral (cuerpo)

Cavidad gastrica

Septum
Columnella
Corallum
Base

Pared superficial del cuerpo

Pared basal del cuerpo

Tentaculos

Disco oral, Boca

Peristoma

Actinofaringe

Pared (Superficial y basal)

Mesenterio (Completo e incompleto)
A) Proximal
B) Gonadal

C) Filamentos (lébulos y banda cnido-
glandulares)

Nota: Adaptado de Galloway et al. (2007), Coral disease and health workshop: coral histopathology Il. Pag. 20.
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Los poélipos no tienen estructuras respiratorias, excretorias o circulatorias. La
respiracion y excrecion la realizan a través de cambios directos por la membrana celular a
través del proceso de transporte activo y pasivo. Ademas, no poseen un sistema inmunoldgico
adquirido, pero si tienen mecanismos innatos que le proporciona la proteccion como es el
mucus, los amebocitos y células plecimorfes (Berzins et al., 2021).

En la pared superficial del cuerpo que estd en contacto con el agua, se localiza el
epitelio integumentario, dividido en tres capas: a) epidermis, b) mesoglea y ¢) gastrodermis.
En la epidermis se encuentran: mucocitos, nematocitos, espirocitos, neuronas, células
glandulares, células de pigmento y epitelio muscular (Ilustracion 2) (Galloway et al., 2007).
En el mismo nivel, estan los tentdculos que tienen una estructura bulbosa en la punta llamada
acrosfera donde se ubican los cnidocitos (nematocitos y espirocitos), siendo estos uno de sus
mecanismos inespecificos de proteccion (Figura 3) y finalmente en direccion aboral se
localiza la boca, donde se conecta a la peristoma con la actinofarige (Berzins et al., 2021;

Galloway et al., 2007).

: Mucus del )
Nematocito mucosito Células de
Células de \ soporte
pigmento
Cilios
Mucositos [ O \ o 4
™N ‘ TA p 7 Células del
Epidermis LR\ Zasss T epitelio muscular
neuronas
Mesoglea | N srieima
- Amebocitos
Gastrodermis
Células
"~ glandulares
granulares
Zooxantelas
en vacuolas

llustracién 2. Diagrama tridimensional de un polipo. Epidermis, mesoglea y gastrodermis. Tomada
y traducida de Galloway et al. 2007, Coral disease and health workshop: coral histopathology II. Pag. |19



Disco oral ORAL

Tentaculos o Boca
. Acrosfera
_ Peristome
Actinofaringe
y - Columna
s Canal
Gosnenquima — - gastrovascular
Cavidad
gastrovascular
Pared superficial Epidermis - [~} Filamentos
del cuerpo Mesoglea — o mesentéricos
Gastrodermis N | ‘ L
Canal gastrovascular & \-, . ™~ Mesenterio
N e
}e1=)
Pared basal del [Gasr:;gzg;’::: \\\\\ - Coenosteum
cuerpo : N
- Calicodermis ———
| — ABORAL

llustracién 3. Anatomia de un pdlipo de coral esclerectinio.Tomada y traducida de Galloway et al.
(2007), Coral disease and health workshop: coral histopathology II. Pag. 11.

Por su parte, la Mesoglea es una capa acelular que sirve como una estructura de
soporte y estd formada de una matriz amorfa de proteina hidratada y polimeros de
polisacaridos combinadas con delgadas fibras de colageno (Berzins et al., 2021). Ademas,
en la gastrodermis se encuentran las zooxantelas y se desarrolla el mesenterio, dividendose
en dos tipos de estructuras, una completa, la ciial se conecta con la actinofarige y otra que no
se llega a conectar (denominado filamento incompleto) (Galloway etal., 2007).
Adicionalmente, en el mesenterio se extienden los filamentos mesentéricos compuesto por
células ciliadas columnares que son utiles para la digestion y células granulares acidofilas
(contienen enzimas digestivas y cnidocitos) para finalizar con las bandas cnidogladulares
donde las células son cilindricas, fagociticas y pueden degradar particulas (Galloway et al.,
2007). Adicionalmente, en la gastrodermis se localiza el epitelio muscular el cual es el
responsable de la contraccion del polipo y de su movimiento fluido (Figura 3) (Berzins et al.,
2021).

En la parte media del mesenterio, se desarrollan los gametos, donde es relevante
indicar que en las especies que desovan, la mesoglea y la gastrodermis rompen su estructura

para dar paso a los gametos y estos entran a la cavidad gastrovascular para después ser



expulsados por la boca. Ademds, en algunas especies en etapa reproductiva se pueden
observar embriones y planulas larvales dentro del pdlipo (Berzins et al., 2021). Por ultimo,
los epitelios que forman parte del exoesqueleto se dividen en: a) Gastrodermis, b) mesoglea
y ¢) calicodermis, donde esta tltima estd compuesta por calicoblastos y desmocitos, los

cuales unen al polipo con el sustrato (Berzins et al., 2021).



2.2 Enfermedades en corales

El estudio en las enfermedades de los corales empez6 alrededor de los afios 80’s con los
trabajos del Dr. Arnfried Antonius considerado como el pionero en esta area (Woodley et al.,
2016). Posteriormente, Work y Aeby en 2006 realizaron una descripcion sistematica de las
lesiones y con base en ella identificaron y clasificaron las enfermedades (Ilustracion 4). Pero
fue hasta el 2016, donde un estudio realizado por Bruckner determiné que hasta ese momento
se tenian descritos 40 signos. Posteriormente, Jordan-Garza et al., (2017) relacionaron los
signos con las enfermedades mas importantes que estan afectando a los corales en el Océano

Atlantico (Tabla 2).

Distribucion de la lesion

O & @

Focal Multifocal Multifocal y Difuso
coalicionado

Localizacion de la lesion en la colonia

®(® = 8 9

Central Periférica Basal Medial Apical

Bordes de la lesion
o - Forma
‘ Distintivo ///¢ Indistinto o de anillo

Estructura del margen

VWV NV~ TIS\WL

Sierra Ondulatoria  Curva ligera ~ Serpenteado
Formas de la lesion

0@V —=W

Circular Piriforme 5 Lineal Iregular
ruz
Ovalada Lanceolada

Relieve

= e OB 8 M

" Prominencia Grabado Nodular  Exofitico | Fibras

llustracién 4. Términos de descripcion sobre la distribucion, localizacion, bordes, formas y relieves de
las lesiones en los corales enfermos. Tomada y adaptada de Work y Aeby (2006) Systematically describing
gross lesions in corals. Pag 157.



Tabla 2. Enfermedades relevantes en los corales escleractinios del oceano Atlantico (Jordan-Garza et al., 2017)

Enfermedad

1) Banda Negra

2) Infeccion por
ciliados |

3) Banda blanca
tipo |

4) Banda Blanca
tipo Il

5) Infeccion por

ciliados 2

6) Plaga blanca
tipol

Signos

Banda negra o roja oscura, adyacente
al tejido en apariencia sano y al
esqueleto recientemente expuesto.

Banda negra moteada sobre el
esqueleto recientemente expuesto a
un costado del tejido en apariencia
sano.

Banda blanca creada por una rapida
pérdida de tejido desde la base de la
colonia; puede presentar una pequefia
banda de tejido blanqueado.

Banda blanca creada por una rapida
pérdida de tejido desde la base de la
colonia; presenta una banda de tejido

blanqueado antes del esqueleto
expuesto.

Signo blanco en apariencia similar a

una plaga; al examinarse de cerca es
posible ver ciliados nadando sobre el
esqueleto cerca del tejido coralino

Signo en apariencia similar a las
bandas blancas, pero se observa en
especies distintas de los acroporidos;
una linea separa el tejido
aparentemente sano del esqueleto
blanco recientemente expuesto y en
perfectas condiciones.

Hospedero

Multiples especies,

Millepora, Octocorales.

Acropéridos y
especies masivas; al
menos 25 species.

Acropora. palmata
A. cervicornis

A. cervicornis

Observado en
Orbicella faveolata,
Siderastea siderea en
condiciones de
laboratorio

Descrita en 17
especies de corales
escleractineos

Posible Patégeno

Consorcio de
microorganismos, con al
menos 3 especies de
cianobacterias.

Ciliado Halofolliculina sp.

Bacterias Vibrio y
Rickettsiales han sido
asociadas al signo

Vibrio charchariae

Tres especies de ciliados
moviles.
Transmision

Virus y o protobacteria

Transmision

Por el agua, favorece tejido
lesionado; los peces pueden
actuar como vector.

Columna de agua; la infeccion
es facilitada por tejido
lesionado.

Caracol Coradlliophila abbreviata;
a través del agua en corales
con heridas; contacto directo.

Inoculacién en laboratorio.

Transmision por el agua.

Desconocido

Crecimiento

> 2 cm/dia

~0.03 cm/dia

2 cm/dia

5 cm/dia max 9.33
cm/dia

~0.26 cm/dia

~0.3 cm/dia

Factores
ambientales

Nutrientes, luz
contaminacion

Temperatura, densidad
de hospederos

Contaminacion y
temperatura

Contaminacion y
temperatura

Poco movimiento de
agua

Luz



7) Plaga blanca tipo
2

8) Plaga blanca tipo
3

9) Viruela blanca

10) Banda amarilla

1) Lunares
Obscuros

12) Signos
blanqueados

Signo en apariencia similar a las
bandas blancas, pero se observa en
especies distintas de los acroporidos;
una linea separa el tejido
aparentemente sano del esqueleto
blanco recientemente expuesto y en
perfectas condiciones; inicia en la
base de las colonias. Se diferencia por
su tasa de avance.

Signo en apariencia similar a las
bandas blancas pero se observa en
especies distintas de los acroporidos;
una linea separa el tejido
aparentemente sano del esqueleto
blanco recientemente expuesto y en
perfectas condiciones; inicia en la
base de las colonias. Se diferencia por
su tasa de avance.

Parches de esqueleto blanco
recientemente expuesto en medio de
tejido en apariencia sano.

Banda o mancha de color amarillo en
el tejido del coral; en ocasiones con
un anillo blanqueado y mortalidad
asociada (por lo general no reciente).
La banda des de un ancho
considerable (> 3 cm).

Manchas oscuras (café/ morado) de
forma irregular en el tejido coralino
que pueden asociarse con una zona
de mortalidad generalmente cubierta
por algas, debido a su lenta
progresion.

Manchas o bandas de tejido
blanqueado con bordes bien definidos
en el tejido del coral.

Corales masivos e
incrustantes (40
species).

Corales masivos (~4
especies)

A. palmata
A. cervicornis

Orbicella spp, otras
especies masivas.

Al menos 8 especies
de corales masivos.

Varias especies de
corales masivos y
Acropora spp.

Aurantimonas coralicida?
(resultados conflictivos),
Sphingomonas.

Aurantimonas coralicida,
Sphingomonas

Serratia marcescens

Consorcio de bacterias
Vibrio.

Consorcio de bacterias
Vibrio.
Vibrio carchariae, sin
cumplir los postulados de
Koch

Desconocido

Columna de agua, algas
(Halimeda opuntia).

Desconocido

Vector:
Coralliophila abbreviata; heces
de Sparisoma viride.

Inoculaciones en laboratorio,
no observada en estudios de
campo
experimentales.
~0.02

Se ha propuesto el modo de
transmision por contacto
directo.

Desconocido

max. 2 cm/dia

Mas rapido que otras
plagas

2.5 cm/dia

~0.02 cm/dia

~0.1 cm/dia

1.4 cm/afio en Orbicella
SPP

Luz

Desconocido

Temperatura del agua,
eventos de
blanqueamiento.

Temperatura

Temperatura,
profundidad

Desconocido



13) Signos amarillo

14)
Blanqueamiento

15) Anomalias de
crecimiento

16) Pérdida de
tejido de coral duro

El tejido presenta un color amarillo
generalmente en una banda delgada
en el borde del tejido o como una
mancha en medio del tejido sano, con
o sin zona de mortalidad asociada

Pérdida de zooxantelas o sus
pigmentos con tejido intacto. De
manera general toda la colonia se ve
afectada, pero puede comenzar
afectando solamente una parte. Si las
condiciones ambientales perduran la
colonia puede sufrir mortalidad
parcial o total.

Crecimiento anémalo de tejido y
esqueleto coralino, acompafados por
adelgazamiento del tejido, incremento

en la porosidad del esqueleto,
pérdida de células secretoras de
mucus y nematocistos, disminucion o
ausencia de zooxantelas, reduccién
de la fecundidad de la colonia y
pérdida o degeneracion de pdlipos

Areas focales, multifocales,
localmente extensas a difusas de
pérdida de tejido aguda a subaguda
distribuidas en la base, en la periferia
o en ambas. En algunos casos, los
tejidos que bordean areas de pérdida
cronica de tejido tienen bandas
indistintas de palidez que progresan a
pigmentacion normal alejandose del
esqueleto desnudo y se caracteriza
por un esqueleto intacto blanco
recién expuesto. Pueden comenzar
como parches o manchas dentro del
tejido intacto que pueden aumentar
de tamanio y fusionarse.

Orbicella spp

Puede afectar
a una gran diversidad
de organismos
que presentan
simbiosis con
zooxantelas.

Se han
registrado en especies
del género Acropora,
Madrepora,
Montastraea, Diploria,
Siderastrea,
Mycetophyllia,
Leptastrea y Porites

Especies mas
susceptibles

Colpophyllia natans
Dendrogyra cylindrus
Dichocoenia stokesii
Diploria labyrinthiformis
Eusmilia fastigiata
Meandrina meandrites
Pseudodiploria strigosa
Pseudodiploria clivosa

Desconocido

Virus y o protobacteria

Algunos
microorganismos podrian
estar involucrados,
bacterias.

Desconocido

Desconocido

Los estudios sugieren que no
es transmisible.

Contacto directo, columna de
agua.

Puede ser contacto directo e
indirecto

I.1 cm/aho

Mortalidad parcial o
total

Lento

I a5 cm del signo

Desconocido

Temperatura, luz,
susceptibilidad de las
especies

Desconocido

Desconocido

Nota: Tomada y adaptada de: Jordan-Garza et al. (2017). Clave para el Diagnostico en Campo de Enfermedades de Corales Escleractinios en El Sistema Arrecifal Lobos-
Tuxpan , Veracruz. Pag .266 — 267 y NOAA, (2018). Stony Coral Tissue Loss Disease Case Definition. Pag. |-1



Como se observa en la tabla anterior, se reconocen 16 enfermedades de importancia en el
golfo de México, en especifico para los arrecifes del SALT(Jordan-Garza et al., 2019).
Ademas, cabe indicar que en el caso particular de O. annularis, esta especie es afectada por
ocho enfermedades (Bruckner, 2016). Especificamente, en el Sistema Arrecifal Lobos-
Tuxpan (SALT) se tienen registros de un total de 10 enfermedades y donde se muestra una
mayor incidencia y prevalencia de estas patologias en O. annularis y Colpophyllia natans

(Garcia-Ayala, 2017).

2.3 La histologia como comienzo a un diagndstico

La histologia en los corales se empezo6 a desarrollar en 1931 por Charles Maurice Younge,
aportando gran parte al conocimiento de su anatomofisiologia y explicando el
comportamiento de las zooxantelas, ademas de incluir la primera descripcion histoldgica de
blanqueamiento (Yonge y Nicholls, 1930). Posteriormente, Peters ef a/ (1981), estudio por
primera vez la toxicidad del petréleo en los corales y durante mas de 30 afios analizé diversas
patologias y generd las primeras hipdtesis del fendmeno “sedimentacion-estresor” (Woodley
y Harley, et al., 2016).

Es importante resaltar que, en el caso de las enfermedades conocidas de los corales,
gran parte las investigaciones que se han realizado para llegar a un posible diagndstico
patoldgico, han tenido resultados incompletos, ya que, a pesar de los grandes esfuerzos, no
han concluido con claridad; ;Qué o quién es el agente etiologico? ;Cual es la naturaleza de
dicho agente? ;Cual es el proceso patologico que genera las lesiones tisulares? ;Qué factores
(ambientales, genéticos y contaminantes) predisponen o coadyuvan en la morbilidad y la
mortalidad de la enfermedad? (Bourne, 2005; Ainsworth et al., 2008; Muller y Van-Woesik,
2009; Mera y Bourne, 2018 y Moriarty et al., 2020).

Debido esta complejidad, se propone el uso de enfoques biomédicos y como primer
paso la realizacion de estudios histologicos de los corales (Pollock et al., 2011), los cuales
son una excelente herramienta para describir las lesiones anatomohistopatoldgicas de los

polipos (Work et al., 2008).

2.4 Sindrome de Lunares Obscuros (SLO)

El SLO se menciona por primera vez en 1990 llamandolo medallones o medallones mostaza

(Solano et al., 1993). Posteriormente, Diaz et al (1995) lo renombran como “Enfermedades



de Lunares Obscuros”, conocido en inglés “Dark Spots Disease” y finalmente se le reconoce
como un sindrome , llamandolo como “Sindrome de Lunares Obscuros”.

A nivel mundial, se han reportado casos de SLO en 23 paises, incluyendo el mar
Caribe, Brasil y en arrecifes del Indo-Pacifico (Work y Weil, 2016). En el Golfo de México
se han reportado en total de 18 especies de corales con SLO, de las cuales en cinco se ha
asociado con hongos endoliticos (Carricart-Ganivet et al., 2011; Kellogg et al., 2014).

El nombre de SLO se debe por su forma de manchas (o lunares) en diferente rango
de colores (purpura, marrén o café). Las caracteristicas son un conjunto de manchas
pequenias, redondeadas que se tornan de diferentes colores llegando a ser oscuras, variando
de tamafio con el paso del tiempo, en ocasiones se observan en la superficie del coral una
depresion, mientras que en otro caso se expande un anillo oscuro, localizado alrededor de la
zona muerta o necrosada (Garzon-Ferreira y Gil-Agudelo, 1998) Su patogenia es cronica ya
que la lesion tisular que presenta el signo se desarrolla lentamente (<2 cm/mes), generando
posteriormente la necrosis del tejido afectado (<1 cm/mes) (Work y Weil, 2016).

La transmision del agente etiologico del SLO, podria ser directa (colonia-colonia)
aunque este resultado solo se ha observado in vitro, mientras que en la transmision in situ, se
tiene la hipotesis de que, entre colonias cercanas que comparten material filogenético
“propenso” a presentar el signo, una posible forma de transmision puede ser a través de las
corrientes de agua, por lo que el ambiente juega un papel importante para el crecimiento y
desarrollo de esta patologia (Randall et al., 2016 y Garcia-Benitez, 2018).

Existe una relacion entre la salud de los corales con la contaminacion ambiental y los
cambios en la temperatura del agua (Randall y Van Woesik, 2017; Wang et al.,, 2018)
cambiando la microbiota bacteriana normal y/o algin proceso inmune (Muller y Van Woesik,
2012). Pero en el SLO, los factores bidticos y abiodticos estan involucrados en la incidencia y
prevalencia de la enfermedad (Kerr, 2005). Por ejemplo los factores abioticos (temperatura
del agua, turbidez, sedimento, luz, entre otros) varian la patogenicidad de la noxa o el agente
causante de las lesiones observadas en el SLO (Porter ef al., 2011). Se ha observado que los
cambios estacionales que con llevan a cambios de temperatura, haciendo que cambie la
prevalencia del SLO, (Gil-Agudelo y Garzon-Ferreira 2001). teniendo un aumento en esta
durante los meses donde la temperatura del agua es mas célida, también el incremento de
algas, aumentan la prevalencia del SLO al generar una alteracion en la comunidad bacteriana

(Zaneveld et al., 2016)
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Debido al comportamiento patolégico del SLO (lento avance, persistente con el
tiempo y observable a mediano-largo plazo) su estudio no ha sido prioritario y se tienen pocas
investigaciones y métodos diagndsticos los cuales puedan ayudar a entender mejor su
patogenia (Montilla et al., 2019; Shore y Caldwell, 2019). No obstante, no quiere decir que
una patologia cronica sea de menos relevancia, por el contrario, su importancia radica en que
disminuye la salud de los corales de manera constante, permitiendo la entrada a
microorganismos oportunistas y/o el desarrollo de procesos de degradacion tisular, por lo que
se recomienda considerarla como prioritaria (Porter et al., 2011).

En cuanto a los estudios realizados de SLO, se puede indicar que se ha descrito en 17
especies de corales (Tabla 3), en los cuales se han realizado diversidad de métodos para llegar
a un diagnoéstico que indique un posible agente etiologico y/o los procesos de dafio tisular
que genera este sindrome. Por ejemplo, un estudio dirigido por Gil-Agudelo et al (2007)
menciona que Vibrio carchariae, estaba presente en muestras con SLO, pero durante el
proceso de inoculacion no se cumplieron los postulados de Koch, lo que no permitié la
identificacion de la noxa.

Posteriormente, Sweet et al (2013), indican que Rhytisma acernium fue detectado en
los corales que presentaban el signo, considerandolo como el posible agente etiologico que
causa las lesiones. Por el contrario, Kellogg et al. (2014) realizaron pruebas de Reaccion en
Cadena de Polimerasa (PCR) para identificar a R. acerinum en Siderastrea siderea. Sus
resultados no detectaron la presencia de R. acerinum, y por el contrario la presencia de
cianobacterias y vibrios aumentaron relativamente en el tejido descolorido y semi-
pigmentado.

Por otra parte, Randall et al. (2016) en un estudio realizado en tres grupos de acuarios
conectadas de manera secuencial, analizaron bacteriolégicamente las corrientes de agua en
los diferentes ensayos (algunos con corales enfermos y otros sanos). Los resultados
registraron cambios en nueve taxones, donde, la abundancia fue significativamente menor en
Alteromonas, Aquabacterium, Arthrobacter, Bermanella, Haliscomenobacter, Litoreibacter,
Oscillatoriales, Pseudomonas y Sorangiineae, mientras que aumenta en Azospirillum y
Psychroflexus. En el mismo ano, Meyer et al. (2016) en muestras de O. annularis con 'y sin
SLO, no encontraron diferencia significativa en las especies que componen su carga

bacteriana.



Para determinar las lesiones tisulares y la identificacion de posibles agentes
etiologicos en el SLO, se utilizan cominmente las tinciones de Hematoxilina-eosina y la
tincion de Grocott, siendo esta tltima la que permite observar una tincion positiva ante
paredes irregulares filamentosas, demostrando la presencia de hongos (Work y Weil, 2016).
En cuanto a los estudios histopatologicos que existen del SLO se observa que, durante su
desarrollo en los polipos, el simbionte muestra cambios morfoldgicos notables. Por ejemplo,
Cervino et al. (2001) con técnicas citologicas observaron pigmentos mas oscuros y
agrandados en las zooxantelas que estaban en el tejido con el signo, sugiriendo que el
principal afectado es el simbionte y en segundo plano esta el hospedero.

Por su parte, Weil (2004) indico la presencia de hifas y tejido necrotico en corales
que presentan SLO. Adicionalmente, Renegar et al. (2007) realizaron diversos analisis con
microscopio electronico de barrido y de transmision, para ver estructuras que una histologia
normal no puede detectar, donde observaron que los tejidos de S. siderea registraron una
reduccion en el nimero de zooxantelas. Ademas, Work et al. (2008) utilizando la tincioén de
Grocott demostraron la existencia de hipermicosis endolitica en la parte aboral de polipos
con SLO y con la tincidon de hematoxilina-eosina describieron la presencia de tejido necrético
cerca de la hipermicosis endolitica, por lo que concluyeron que existe una posible relacion
entre la lesion tisular y la presencia de hongos.

En adicion a lo anterior, Renegar et al. (2008) describen en S. siderea y Agaricia
agaricites afectadas por SLO, degradacion celular, vacuolizacion y necrosis. En el caso de
A. agaricites presenta una degradacion celular moderada y vacuolizacion de la calicodermis,
con presencia de células anormales y necrosis, asi como organelos internos disrumpidos o
residuos de estos. En cuanto al tejido calcificado, este mostraba disminucién y anomalias en
el aragonito y los cristales explicandose la depresion de la superficie del tejido que se
encuentra en la lesion macroscopica (Garzon-Ferreira y Gil-Agudelo, 1998) . Ademas,
ubicado en direccion aboral de la calicodermis, se localizaron estructuras fingicas y la
presencia de granulos de zimogenes. Donde estos ultimos también estaban presentes en la
capa de la gastrodermis que se encuentra adyacente de la calicodermis, considerandose como

un proceso de defensa por parte del polipo.
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Tabla 3. Especies reportadas con el signo de lunares oscuros.

Especie Agente Asociado

Agaricia agaricites (Linnaeus, 1758) -

Dichocoenia stokesii (Milne Edwards y Haime, -
1849)

Diploria labyrinthiformis (Linnaeus, 1758) -

Pseudodiploria strigosa (Dana, 1846) -

Isophyllia rigida (Dana, 1846) -

Meandrina meandrites (Linnaeus, 1758) -

Orbicella annularis (Ellis y Solander, 1786) -

Montastraea cavernosa (Linnaeus, 1767) -

Orbicella faveolata (Ellis y Solander, 1786) -

Orbicella franksi (Gregory, 1895) R

Montipora Blainville, 1830 Asociada con hongos endoliticos
Pavona maldivensis (Gardiner, 1905) Asociada con hongos endoliticos
Pavona varians (Verrill, 1864) Asociada con hongos endoliticos
Psammocora nierstraszi (Van der Horst, 1921) Asociada con hongos endoliticos

Siderastrea radians (Pallas, 1766) -

Siderastrea siderea (Ellis y Solander, 1786) Asociada con hongos endoliticos

Stephanocoenia intersepta (Esper, 1795) R

Nota: Tomada y adaptada Work y Weil, (2016) del Cap. 25 Dark Spot Disease, Pag. 357.



I11. Objetivos
3.1 Objetivo general

Descripcion histologica de lesiones generadas por el sindrome de lunares obscuros en
Orbicella annularis, proveniente del arrecife Tuxpan, correspondiente al APFF Sistema

arrecifal Lobos-Tuxpan, Veracruz.

3.1 Objetivos particulares
o Identificar y describir histologicamente las caracteristicas morfoldgicas normales

correspondientes a Orbicella annularis.

e Identificar y describir histologicamente las lesiones correspondientes a Orbicella

annularis con signos de lunares obscuros.

e Realizar una comparacion de los cambios histologicos que existen entre Orbicella

annularis con y sin SLO.
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IV. Area de estudio

El arrecife “Tuxpan” se encuentra en la parte norte del estado de Veracruz, frente a las costas
del municipio del mismo nombre, el cual tiene una poblacion de 155,159 habitantes, con una
tasa de crecimiento media de 2.58% entre los afios 2010 al 2020 (SIEGVER, 2020). Cabe
comentar que este ecosistema pertenece al Area Natural Protegida de Flora y Fauna del
Sistema Arrecifal Lobos-Tuxpan (ANPFF SALT), la cual se encuentra dividida en parte norte
y sur. Ddnde, en la parte norte se localizan los arrecifes Lobos, Enmedio y Blanquilla, y en
la parte sur se encuentra los arrecifes Tuxpan, Enmedio, Tanhuijo y Arrecife Pantepec
(CONANP, 2014).

El rio Tuxpan, el cual comienza en el estado de Hidalgo, pasa por Puebla y termina
en Veracruz, desemboca enfrente del arrecife Tuxpan, ubicado a 12.34 km de la
desembocadura (CONANP, 2014). Este afluente normalmente mantiene sus niveles de
contaminacion dentro de lo normal, pero no estd considerado para consumo humano, pesca
u otra actividad, ya que tiene descargas residuales por parte de la ciudad y zonas agricolas,
ademds que estas aumentan cuando son las temporadas de lluvias y tormentas (Ramos-
Sanchez, 2017).

El arrecife Tuxpan tiene una forma de elipse y posee unas medidas de 500 metros
direccion norte a sur y 200 metros direccion este a oeste, con una profundidad de 27 metros,
(CONANP, 2014). Este posee un total de 24 especies de corales sclerectinios, de las cuales,
en la parte del sotavento existe una dominancia de las especies de Orbicella annularis y
Orbicella faveolata, siendo las més importantes por aportar la mayor cantidad de cobertura
(Gonzalez-Géndara y Salas-Pérez, 2019).

La seleccidn del sitio de muestreo fue basado sobre un estudio de la prevalencia de
las enfermedades en los 6 arrecifes del SALT (Garcia-Ayala, 2017). Donde se distribuyeron
al azar 24 cuadrantes de 100 x 100 mts, de los cuales tres correspondieron al Arrecife Tuxpan.
A su vez dentro de estos cuadrantes se realizo una reticula de 10 x 10 mts y se selecciond la
que presentara una mayor abundancia de O. annularis designdndole el codigo “Q9”
(coordenadas de 21° 1’ 54.08” N y 97° 11° 59.32” O), posteriormente se colectaron las

muestras a una profundidad entre 7 y 9 metros (Figura 1).
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19



V. Materiales y métodos

5.1 Toma de las muestras

La colecta de muestras se llevo a cabo en el verano de 2018 con el uso de un cincel y martillo
para remover cuidadosamente los nodulos o fragmentos de nodulos (dependiendo de su
tamafio), en colonias de Orbicella annularis que presentaban o no el signo (Fotografia 1 A-
D), lo anterior con base en la guia “Recolectando Corales para Histopatologia. Guia Préactica”
de Work y Rodriguez-Villalobos (2015)

Es necesario indicar que para un estudio histoldgico es necesario recolectar pedazos
de coral con esqueleto. Debido a lo anterior y para minimizar el impacto al ecosistema, se
colectaron un total de 15 muestras de diferentes colonias (3 sanas y 12 enfermas), las cudles
fueron transportadas en formol al 5% con agua de mar. Posteriormente, llegando al
laboratorio se hizo un recambio a formol al 5% con agua destilada y se etiqueté cada bolsa
indicando especie, un niimero de control y estado de salud (Work y Rodriguez-Villalobos
2015). Cabe comentar que solo se analizaron las muestras que presentaron caracteristicas

histologicas similares, siendo al final tres muestras de colonias con signo y tres sin signo

(Tabla 4).

Fotografia | A) Realizando la seleccion de colonias. B) Fotografia de una parte del sitio “Q9”. C) Fotografia
de nodulo de Orbicella annularis sin signo. D) Fotografia de nédulos con signo.



Tabla 4. Codigo y estado de salud de las muestras de
Orbicella annularis, obtenidas en el Arrecife Tuxpan en el mes

de junio del 2018

Nuamero Cédigo de campo Estado
l.- SICIST Sin SLO
SICISL Sin SLO
2.- SIC2SL Sin SLO
SIC2ST Sin SLO
3.- SIC4SL Sin SLO
SICAST Sin SLO
4.- SICIEL Con SLO
SICIET Con SLO
5.- SIC2EL Con SLO
SIC2ET Con SLO
6.- SICAEL Con SLO
SICAET Con SLO

Nota: Recolector: Biol. Gabriel Garcia Ayala.

5.2 Proceso de laboratorio

5.2.1 Descalcificacion

El objetivo de la descalcificacion es eliminar las sales o iones de calcio (CaCOs3) que estan
presente en los tejidos mineralizados, de tal manera que la muestra pueda ser procesada y de
facil corte para las laminillas, para lo cual se utiliz6 acido clorhidrico al 10%, llevando de uno

a dos dias en el proceso de eliminacion (Espinosa-Neira, 2019).

5.2.2 Inclusion
En este paso se busca que la parafina se infiltre dentro de las células y tejidos para darles
soporte y formar bloques con una buena resistencia para su corte. Para obtener esto, se pasa
primero por un proceso de deshidratacion, pasando por alcoholes desde 50% al 100% o
absoluto, después es puesto en una sustancia intermedia que permitira la transicion, conocido
también como liquido intermediario (xilol), para asi culminar en el embebido de la parafina

(Rodriguez-Villalobos, 2016)
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5.2.3 Tincion en hematoxilina-eosina y montaje de las muestras.
Las laminillas pasaron por un proceso de rehidratacion y tincion el cudl fue modificado y
adaptado hasta obtener los resultados esperados con los tiempos correctos. La rehidratacion
se hizo pasando de xilol absoluto a metanol absoluto, después a metanol 90%, y 80% para
finalizar en agua destilada. Mientras que para la técnica de hematoxilina-eosina (Humason
1967), se utilizd y modifico el protocolo propuesto por Rodriguez-Villalobos (2016)

(Ilustracion 5).

5.3 Descripcion histopatologica y analisis de datos.

Tomando en cuenta la literatura disponible de las lesiones de los polipos y las caracteristicas
propias del medio de tincion utilizado. Se divido por regiones el cuerpo del pdlipo para
definir los caractéres correspondientes a cada region con el fin de sistematizar los cambios
observados en los tejidos de los poélipos (Tabla 5 y Anexo 1). Dicho ejercicio fue necesario
debido a la falta de una proyeccion anatomotopografica de los polipos, la cual permita ubicar
de una forma estandarizada las lesiones existentes.

Con base en lo anterior, se propusieron cuatro regiones anatomicas: a) Region oral,
ubicada en la parte superior del pélipo donde corresponde al tejido epitelial integumentario;
b) Region media del polipo, donde se encuentra el epitelio digestivo y se desarrolla el
mesenterio; ¢) Region aboral, donde se ubica la calicodermis, formada por el epitelio
exoesquelético y d) Region de la coenenquima, en la cual se ubica al canal gastrovascular
(Tabla 5 y Anexo 2) (Berzins et al., 2021; Galloway et al., 2007).

Una vez que se determinaron las regiones anatomotopograficas, se procedid a
separarlos por estructura y/o tejido (Tabla 5 e ilustracion 3) y en cada region, se identificaron
los caractéres morfologicos que presentaban las muestras con y sin signo. Posteriormente, se
le asign6 un nombre descriptivo a cada uno de ellos y con esta informacion, se gener6 una
matriz (Anexo 2) a la cual se le realizaron tres pruebas estadisticas: 1) Analisis de
conglomerados con indice de similitud Eucladiana, 2) Escalonamiento multidimensional no
métrico (n-MDS) y 3) Porcentaje de Similitud (SIMPER). Los cuales permitieron desarrollar
un andlisis descriptivo de los caractéres en las muestras con y sin signo.

El ejercicio colegiado, se baso en las siguientes premisas:
1. Solo identificar los cambios morfoldgicos observables debido a la naturaleza de la

tincion de hematoxilina y eusina.



2. Los caractéres usados se hicieron para sistematizar las caracteristicas observadas en
muestras con y sin SLO.
3. Las regiones anatomotopograficas y los caractéres propuestos son exclusivos de la

especie Orbicella annularis.

Desparafinacion Rehidrataciéon

Rae? Ne?
Xilol Xilol Metanol Alcohol Frilico Alcohol Etilico
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1 Min 1 Min
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llustracién 5. Tincion de Hematoxilina y Eosina. Tomada y adaptado de Rodriguez-Villalobos (201 1),
Estado de salud de colonias de Pocillopora en el Pacifico Mexicano, 140 Pag.
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Tabla 5.-Caractéres morfologicos sistematizados del Sindrome de

Lunares Oscuros en Orbicella annularis

|.- Region Oral

Caractér

1.1- Epitelio

Discontinuo (1)

Continuo (2)

Continuo/degradado (3)

Discontinuo/degradado (4)

1.2.- Gastrodermis (zooxantelas)

Presencia (0)

Ausencia (1)

1.3.-Posicion de zooxantelas en
Gastrodermis

Difuso (I)

Arreglo lineal (2)

Arreglo conglomerado (3)

1.4.- Gastrodermis (Estructura)

Lineal/continua (I)

Convexo/continua (2)

Lineal/discontinua (3)

Convexol/discontinua (4)

1.5.- Estructuras intraepidermicas no
teifiibles

Cerrado (0)

Abierto (1)

2.- Region media

2.1.- Cavidad gastrovascular

Sin arreglo celular (0)

Arreglo celular (1)

2.2.- Gametos

Ausencia (0)

Presencia (I)

2.3.- Forma de los gametos

No aplica (0)

Asimétrico (I)

Simétrica (2)

Ambas (3)

2.4 .- Estructura animal no identificada

Ausencia (0)

Presencia (I)

3.- Region aboral

3.1.- Gastrodermis (Estructura)

Lineal continua (I)

Convexo/continua (2)

Lineal/discontinua (3)

Convexol/discontinua (4)

3.2.-Mesoglea

Delgada (I)

Ancha (2)

Ausente (3)

3.3.- Calicodermis (Estructura)

Lineal/continuo (1)

Lineal/discontinuo (2)

Desprendido/continuo (3)

Desprendido/discontinuo (4)

3.4.- Materia celular disperso

Ausencia (0)

Presencia (I)

3.5.- Alteraciones celulares adyacentes a
la calicodermis

Ausencia (0)

Presencia (I)




4.-Region de la coenenquima

4.1.- Estructura de Pared superficial

Continua (1)

Discontinua (2)

4.2.- Pared superficial del cuerpo Delgado (I)
Grueso (2)
4.3.- Grosor de Pared basal del cuerpo Delgado (I)
Grueso (2)
4.4.- Estructura de Pared basal del Continuo (1)

cuerpo

Discontinuo (2)

4.5.- Posicion de zooxantelas en
Gastrodermis

Difuso (I)

Arreglo lineal (2)

Arreglo conglomerado (3)

4.6.- Estructura de la Gastrodermis

Lineal/continua (I)

Convexo/continua (2)

Lineal/discontinua (3)

Convexol/discontinua (4)

4.7.- Estructuras intraepidermicas no
teifiibles

Cerrado (0)

Abierto (1)

4.8.- Estructura de la Calicodermis

Lineal/continua (I)

Lineal/discontinua (2)

Desprendido/continua (3)

Desprendido/discontinua (4)
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V1. Resultados
6.1 Caracteristicas anatomicas de Orbicella annularis

Orbicella annularis desde un corte longitudinal (4x) se puede describir como una estructura
cilindrica, donde las partes que se pueden identificar (en direccion oral-aboral) son la
epidermis (Ep), los tentaculos (T), la cavidad oral o boca seguida de la actinofaringe (Act);
en esa misma altura se localiza la coenenquima y debajo de ella se localiza el canal
gastrovascular (CnGv). Dentro del pélipo, se encuentra la cavidad gastrovascular (CvGv)
donde se ubica el mesenterio (Ms) constituido por filamentos mesentéricos (FImMs) y bandas
cnidoglandulares (BnGI), donde se pueden encontrar los oovocitos (Oov) y sacos
espermarios. Para finalizar en la parte aboral del cuerpo del polipo, se localiza la calicodermis
(Cldrm), que es parte basal de cuerpo, conectandolo con el exoesqueleto (fotografia 2).

En un corte transversal (4x) se aprecia como una forma de flor, donde se encuentra
en la parte interna del cuerpo el mesenterio (Ms) junto con algunas bandas cnidoglandulares
(BnGl) y las estructuras de los gametos (Oov). En la zona del centro del corte se observa la
columnela (Clm) que le da soporte a la parte central del pdlipo. Finalmente, en la parte
externa, en la pared basal del cuerpo (PBC), se presentan los septum primario y secundario,
delimitados por la calicodermis (Cldrm) (fotografia 3).

En el corte transversal (40x) de la coenenquima del pdlipo, se observan las dos capas;
a) pared superficial (PSC) y b) pared basal del cuerpo (PBC). En la pared superficial se
encuentra la epidermis (Ep), mesoglea y gastrodermis (Gdm), mientras que la pared basal se
compone de gastrodermis (Gdm), mesoglea y calicodermis (Cldrm), divididas por un espacio
llamado canal gastrovascular (CnGv), el cual permite la comunicacion entre los polipos

(fotografia 4).
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Fotografia 2. Corte Longitudinal de Orbicella annularis (4x). A) Region oral. (Ep) Epidermis, (T) Tentaculos
y (PSC) Pared superficial del cuerpo; B) Region media, (Act) Actinofaringe, (CvGv) Cavidad Gastrovascular,
(FImMs) Filamento Mesenterico, (BnGl) Banda Cnidoglandular y (Ms) Mesenterio; C) Region aboral, (Cldrm)
Calicodermis y (PBC) Pared basal del cuerpo; D) Region de la coenenquima, (Cnq) Coenenquima, (CnGv)
Canal Gastrovascular, (PSC) Pared superficial del cuerpo y (PBC) Pared basal del cuerpo Tomada por: Del
Angel Lemus, Milagros Olimpia.
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Fotografia 3. Corte transversal Orbicella annularis 4x. (SpP) Septum primario, (SpS) Septum
secundario, (Oov) Ovocitos, (Ms) Mesenterio, (Clm) Columnela, (BnCn) Banda cnidoglandular,
(Cldm) Calicodermis. Tomada por: Del Angel Lemus, Milagros Olimpia.



Fotografia 4 (A y B). Corte Longitudinal Orbicella annularis a una escala de 30 um. A)
Coenénquima de un espécimen sin signo del arrecife (Carysfort, 1990); muestra una alta
densidad de zooxantelas en la capa endodérmica. B) Coenenquima de un especimen sin
signo del arrecife Tuxpan, 2018.A.- (Ec) Ectodermo, (En) Endodermo. B.- (PSC) Pared
superficial del cuerpo, (Ep) Epidermis, (CnGv) Canal Gastrovacular, (Gdm) Gastrodermis,
(Cldm) Calicodermis, (PBC) Pared basal del cuerpo y (1) Zooxantelas. A) Tomada y
modificada de Szmant y Gassman, 1990. The effects of prolonged “bleaching” on the tissue
biomass and reproduction of the reef coral Montastrea annularis. Pag. 220; B) Tomada por Del
Angel Lemus, Milagros Olimpia.
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6.2 Analisis de datos

Se realiz6 un escalamiento multidimensional no métrico (nMDS), al tener pocos datos, se
generar 6 datos mas con las mismas caracteristicas con los valores al azar para comparar con
los datos reales, obteniendo como primer resultado que los datos aleatorios se mezclan entre
si, mientras que los datos reales se mantienen separados (Figura 2). Por lo que se realizo este
analisis con 50 datos aleatorios, donde en ocasiones una muestra de los datos reales se
encontraba cerca o dentro del grupo de las sanas, pero separando en dos grupos alejando las
muestras con signo de los datos aleatorios (Figura 3 A-E). El nMDS obtuvo un valor de estrés
de 0.05 (indicando que la ordenacion es excelente) y donde mostrd, que las muestras sin
signo a pesar distribuirse de manera dispersa, forman un grupo separado de las muestras con
signo (Figura 4). Posteriormente, se realizd una prueba de SIMPER para identificar los
caractéres que separan las muestras con y sin signo, obteniendo como resultado que los
caractéres que contribuyen en mayor parte a esta diferencia son: 1.4 (16.54%), 2.3 (15.75%)),
4.8 (9.84%), 3.1 (7.87%), 3.3 (7.87%), 1.1 (7.48%), 1.3 (7.08%) y 4.6 (7.08%),

respectivamente (Tabla 6).
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Figura 2. Escalamiento multidimensional no métrico (n-MDS). Se muestra diferencia con los datos

aleatorios (AL_E; AL_S) en comparacion con los datos observados (Sin signo; Con signo) en el

espacio 2D.
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Figura 3 (A-E). Los andlisis A y D muestran como una de las muestras con presencia de
signo se acerca mas o es mas parecida a las muestras sin signo. Los andlisis B y E se observa
como una de las muestras del grupo con singo se acerca al grupo sin signo. Los analisis de

la A al E el grupo con signo no se entre mezcal con los grupos creados de los datos
aleatorios (AL_C; AL_E)
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Figura 4. Escalamiento multidimensional no métrico (n-MDS). Se muestra diferencia entre ambos grupos
en el espacio 2D, mostrando mas agrupados las muestras con signo en comparacién con las muestras sin

signo.

Tabla 6.- Porcentaje de similitud (SIMPER), de los principales caractéres que

contribuyen con la disimilitud entre las muestras con y sin signo de lunares obscuros.

Caracter Contribucion % Media sin signo Media con signo
1.4.- Gastrodermis (Estructura) 16.54 2 3.33

2.3.- Forma de los gametos 15.75 2.33 0.333

4.8.- Calicodermis (Estructura) 9.843 2.33 1.33

3.1.- Gastrodermis (Estructura) 7.874 2.33 3.67

3.3.- Calicodermis (Estructura) 7.874 2.33 1.67

1.1- Epitelio 7.48 2.67 3.67
1.3.-Posicion de las zooxantelas en 7.087

Gastrodermis 233 |

4.6.- Gastrodermis (Estructura) 7.087 2.33 3




6.3 Descripcion histologica con y sin SLO

1. Regioén oral.

Se observan que el epitelio de las muestras sin signo tiene una estructura continua, mientras
que en las muestras con signo presentan una estructura discontinua/degradada (fotografia 5
A-B). El epitelio conformado por la epidermis, la mesoglea y la gastrodermis (direccion oral-
aboral), es diferente entre las muestras sin y con signo. Las muestras enfermas poseen en la
gastrodermis con estructura convexo/discontinua y una distribucion de zooxantelas dispersas,
sin un orden en especifico, mientras que la gastrodermis de las muestras sin signo tiene

mayormente una estructura lineal/continua con un arreglo lineal de las zooxantelas

(fotografia 6 A-C).

2. Region Media
La forma de los gametos fue asimétrica y su presencia fue menor en las muestras con signo

(fotografia 7).

3. Regidn aboral

Mostro6 diferencias entre las muestras sin y con signo. La calicodermis de las muestras sin
signo presentaron una estructura lineal/continuo. Mientras que la gastrodermis de las
muestras con signo, presentaban frecuentemente una estructura convexa/discontinua y las

muestras sin signo presentan el caracter convexo/continuo (fotografia 8).

4. Region de la Coenenquima

La calicodermis de las muestras con signo presentaron una estructura lineal tanto continua
como discontinua, mientras que las muestras sin signo presentaban diferentes caractéres
morfoldgicos que no se repetian. A su vez la gastrodermis de la coenenquima (pared basal y
pared superficial del cuerpo) de las muestras con signo presentaron una discontinuidad,
conocida también como una ruptura del tejido, mientras que la gastrodermis presente en
muestras sin signo tenian una estructura lineal, presentandose discontinua como continua

(fotografia 9).
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Fotografia 5. A) Corte longitudinal de Orbicella annularis (10x) sin signo (1) Epitelio continuo. B) Corte
longitudinal de Orbicella annularis (4x) con signo (1) Epitelio discontinuo/degradado. Tomada por: Del Angel
Lemus, Milagros Olimpia.



Fotografia 6. A) Corte
longitudinal de  Orbicella
annularis (10x) de muestra
sin signo (1) Gastrodermis
de la pard superficial del
cuerpo, (direccién oral) con
una estructura
lineal/continua. B) Corte
longitudinal de  Orbicella
annularis (40x) de muestra
sin signo (Zoo) Zooxantelas,
(Gdm) Gastrodermis, (Ep)
Epidermis y (PSC) Pared
superficial ~ del  cuerpo.
C)Corte longitudinal de
Orbicella annularis (40x) de
muestra con signo (Gdm)
Gastrodermis con
estructura
convexa/discontinua.
Tomada por: Del Angel

Lemus, Milagros Olimpia
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Fotografia 7. A) Corte longitudinal de Orbicella annularis (40x) de muestra sin signo, (Gmt) Gametos
simétricos. B) Corte transversal de Orbicella annularis (10x) de muestra con signo con Gametos
asimétricos Tomada por: Del Angel Lemus, Milagros Olimpia
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Fotografia 8. A) Corte longitudinal de Orbicella annularis (10x) de muestra sin signo, (Cldm) Calicodermis
con estructura lineal/continua y (Gdm) Gastrodermis con estructura convexa/continuo. B) Corte
longitudinal de Orbicella annularis (4x) de muestra con signo (Cldm) Calicodermis con estructura
Lineal/continua y (Gdm) Gastrodermis con estructura convexa/discontinua. Tomada por: Del Angel Lemus,
Milagros Olimpia.
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Fotografia 9. A) Corte longitudina de Orbicella annularis (10x) de muestra sin signo, (Gdm)
Gastrodermis con estructura lineal/continua y (Cldm R) Calicodermis con ruptura denominado con el
caractér lineal/discontinuo. B) Corte longitudina de Orbicella annularis (10x) de muestra con signo (Gdm)
Gastrodermis con estructura convexa/continua y (Cldm) Calicodermis lineal/continuo. Tomada por: Del
Angel Lemus, Milagros Olimpia.




VII. Discusion

Con el paso del tiempo, el estudio histopatologico en los corales ha creado herramientas y
guias que facilitan el analisis descriptivo y colecta de las muestras (Work y Aeby 2006;
Galloway et al. 2007; Aeby et al. 2017). No obstante, los trabajos y estudios que se han
efectuado sobre la descripcion histopatoldgica de los sindromes y las enfermedades en los
corales presentan descripciones diferentes entre si, siendo algunas mas detalladas (Renegar
et al. 2008), en comparacion a otros trabajos del mismo signo (Cervino et al. 2001) lo que
dificulta su sistematizacion.

Por lo que el primero de los objetivos del trabajo fue la realizacion de una descripcion
anatomica normal correspondiente a Orbicella annularis, en este caso con la tinciéon de
hematoxilina y eosina, la cual permite una descripcion detallada con iméagenes descriptivas,
este primer objetivo, aportando una imagen de referencia, de la cual no se tenia, permitiendo
desarrollar el objetivos dos, los andlisis comparativos, los cuales permitieron que se
clasificando los cambios morfoldgicos involucrados con el SLO, realizando andlisis mas
precisos de las regiones donde se generen las lesiones. Debido a lo antes mencionado y
teniendo en cuenta las limitaciones que proporciona la técnica de Hematoxilina y Eosina, se
desarroll6 una herramienta que permite realizar un analisis cualitativo y cuantitativo, de las
lesiones observadas por region anatomica de polipos de O. anullaris con 'y sin SLO.

Con el uso de la herramienta comentada con anterioridad, se desarrolld una matriz de
datos disponible en el anexo 2, como resultado de la asignacion de los nombres de los
caractéres y la interpretacion dichos datos. Ademads, los analisis estadisticos permitieron
alcanzar el objetivo tres, que fue la comparacion fotografica que permite ver diferencias
histologicas entre las muestras con y sin signo, obteniendo como resultado extra un “Catalogo
histologico” disponible en el anexo 1 de este documento, donde se observan en fotografias
la forma de los caractéres asignados.

Dicha matriz de datos permitid hacer andlisis estadisticos multivariados usando
variables dummy de los caracteres morfoldgicos, siendo uno de los primeros estudios en su
tipo realizados en el SLO. Aunque debido al bajo tamafo de muestras los resultados son
exploratorios, estos nos permiten generar hipétesis respecto a los dafios esperado en colonias
con el SLO. Para la realizacion de los andlisis estadisticos, se procedio hacer un analisis de
conglomerados, el cual form6 un primer grupo doénde tenian una alta similitud entre dos

muestras con signo (figura 2). Formando después un segundo grupo ddénde compartian
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similitud con una muestra sin signo, por lo que no quedaba claro la separacion de los grupos.
Sin embargo, un andlisis de escalonamiento multidimensional no métrico (hMDS) mostro
una separacion clara de las muestras con signo de las que no lo tenian. Ademas, el nMDS
también mostro que las muestras sin el signo tenian mayor variabilidad lo que causa que en
el analisis de conglomerados las mezcle entre grupos (figura 3).

Cabe comentar que, aunque algunas caracteristicas consideradas en las descripciones
que podrian pensarse como “artefactos” en las muestras, pero el analisis nMDS, los logra
separar de manera evidente a las muestras en dos los grupos (sin y con signo) en el espacio
bidimensional con un valor de estrés muy bajo. Para finalizar el analisis estadistico, se realizd
un estudio sobre el porcentaje de similitud (SIMPER), el cual muestra cudles son los
caractéres que contribuyen a la separaciéon de los grupos, permitiendo la elaboracion
descriptiva de los cambios morfoldgicos en cada region anatomica (tabla.6)

La primera region en ser analizada fue la region oral, donde las muestras con signo
poseian un epitelio discontinuo y degradado, lo que podria explicarse como una ruptura de
este. Después sigue la gastrodermis, descrita como tejido convexo-discontinuo con una
distribucion difusa de las zooxantelas, lo que otros autores mencionarian como la
degradacion celular de la epidermis (fotografia 5 A-B y 6 A-C) (Renegar et al., 2007).

En la region media del polipo, la literatura no menciona algiin cambio morfologico
de los gametos o la pérdida de ellos a causa del signo, pero en los andlisis efectuados en
muestras con signo, se describio que la presencia de los gametos era menor y que estos eran
asimétricos o de forma estrellada, ya que al ser tomadas las muestras antes del desove de los
corales, se pudo observar evidencia de que el desarrollo del signo en los polipos también
afecta en la reproduccion de los gametos (fotografia 7).

En las regiones aboral y de la coenenquima, presentaron caractéres como convexo-
discontinuo y continuo en la gastrodermis, asi como el desprendimiento de la calicodermis.
Dichos caractéres descritos en este estudio podrian relacionarse con las alteraciones celulares
que menciona Weil (2004) y Renegar et al., (2007), pudiendo ser la degradacion celular,
necrosis y la disrupcion de los organulos internos proximales a la pared basal del cuerpo que

ellos describen (fotografia 8 A-B y 9 A-B).

Durante el desarrollo de los objetivos, se detectaron limitaciones para el estudio histoldgico
del SLO en Orbicella annularis debido a la escasa informacion encontrada en la literatura,

ya que existen pocos articulos que se enfocan en la descripcion histoldgica de esta especie.



De la misma manera, se carecen de fotografias histologicas de colonias sanas y colonias con
el SLO, haciendo que los avances sean limitados aunque la literatura si proporcionan
informacion de coémo se observaron los cambios morfoldgicos, sin estas fotografias
descriptivas de lo que se reporta, puede llegar a ocasionar una confusion y que se desarrollen
descripciones muy generales aseverando que los cambios mostrados corresponden al signo,
evento que podria ser cierto, pero no hay una base que sistematice las descripciones que se
reportan.

Un ejemplo es el caso de Cervino et al. (2001) donde se menciona que las zooxantelas
presentan pigmentos oscuros y agrandados, siendo una descripcion muy general del SLO,
dicha caracteristica no se vuelve a mencionar en otros articulos, ademas no se encuentran
disponibles fotografias que respalden esta informacion.

Por otra parte, el trabajo de Renegar et al., (2008) podria considerarse el mas completo
en la descripcion histopatologia del SLO, con la utilizaciéon de herramientas mas
especializadas como son los microscopios electronicos de barrido y de transmision. Pero se
repite la misma problematica, que carece de fotografias que apoyen la informaciéon del
trabajo, lo que hace que se vuelva complicada la descripcion de dichas alteraciones y no
permita la sistematizacion de las lesiones en SLO

También se identifico en la literatura, que mucho de los enfoques que se han realizado
para el estudio de este sindrome, se dirigen principalmente a la identificacion de un posible
agente causal. Dejando, por un lado, los procesos fisiopatoldgicos que se deben desarrollar
“antes” de que se manifiesten los dafios tisulares que caracterizan al SLO (Work y Meteyer,
2014). Adicionalmente, en la literatura no existe un consenso general de ;Cual? o ;Cudles?
son los agentes causales del SLO (Gil-Agudelo et al., 2007; Sweet et al.,2013; Randall et al.,
2016).

El uso de la técnica de Hematoxilina y Eosina es la tincion bésica para elaborar
estudios descriptivos de los tejidos en los corales y permite identificar estructuras
morfoldgicas de un polipo de manera clara. Sin embargo, se limita a una descripcion
morfoldgica, porque no permite identificar las estructuras y/o procesos desarrollados por
diversos microorganismos (hongos, bacterias y virus). En estos casos es necesario recurrir a
otros métodos de tincion como Grocott, Gram, Inmunofluorescencia, Azal de Algodén de
Lactofenol, entre otros, los cuales mejoraran los estudios histopatolégicos en los corales

(Greene et al., 2020).
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Como ejemplo de lo anterior se puede mencionar el caso de Kellogg et al (2014)
donde en su estudio intentaron identificar R. acernium, como lo hicieron Sweet et al, en el
2013, pero no obtuvieron los resultados esperados. Considerando que uno de los factores
importantes relacionado con la manifestacion del signo es el entorno en el que se encuentra
los arrecifes (Randall ef al., 2016; Garcia-Benitez, 2018). Lo que implicaria la realizacion de
estudios con un enfoque integral para determinar €l o los factores que pueden generar las
condiciones ideales para que se desarrolle el SLO y no solo enfocarse en la busqueda de un
agente causal, el cual en algunos casos puede ser un microorganismo oportunista y/o
abundante en el entorno (virus, bacteria u hongo), que se desarrolle cuando el polipo pierda
su homeostasis.

En el caso del arrecife Tuxpan podria considerarse que uno de los factores que
contribuyen en la manifestacion del signo del SLO, son las descargas de aguas negras y

sedimentos procedentes del rio Tuxpan, volviéndose un factor de estrés constante en la salud

coralina (INEGI, 2016; SEMARNAT; CONANP, 2014).



VIll. Conclusiones

- Los andlisis estadisticos dividieron a las muestras que poseian signo de los que no lo
presentaban, siendo las caracteristicas que mas contribuyeron a esta separacion los
cambios estructurales en la gastrodermis tanto de la pared superficial del cuerpo de
la region oral hasta la coenenquima y la gastrodermis de la pared basal del cuerpo

ubicado en la coenenquima.

- Las muestras que presentaban signo presentaron diferencias morfoldgicas en los
gametos, lo que existe la hipdtesis de que afecte también en la reproduccion de los

corales.

- Efectuar los andlisis estadisticos permite generar hipotesis respecto a los dafios
esperados en las colonias con el SLO, permitiendo crear detalladas descripciones

comparativas entre las muestras.

- Se desarroll6 una propuesta anatomotopografica para la comparacion entre muestras
mas detallada, ademés de proporcionar una catalogo fotografico que facilita la
comparacion de las diferentes formas morfologicas que se pueden encontrar en O.

annularis con y sin el SLO.

- Las muestras en parafina que tienen tiempo de ser almacenadas tardan mas en ser
tefiidas por la técnica Hematoxilina y Eosina, por lo que la estandarizacion del método
se vuelve mas compleja, llegando a no ser satisfactoria la tinciéon en comparacion con

las muestras mas frescas.

- Existe una diferencia entre las caracteristicas de las muestras con el signo y sin el
signo de SLO, por lo que es necesario aumentar el nimero de muestras, para tener
una descripcion precisa de los cambios morfoldgicos y empezar a designarle

descripcion histopatoldgica concreta.
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Se requieren hacer estudios inmunolédgicos, histopatologicos, bacteriologicos y PCR
siguiendo la cronosecuencia de la presentacion de SLO en los pdlipos. Lo anterior,
para determinar las diferentes etapas del SLO e ir identificando los diversos cambios

desarrollados durante su desarrollo.

Debido a la complejidad del tema, es necesario la integraciéon de otras areas
académicas que contribuyan a la comprension de las condiciones en las cuales se
desarrollan las patologias en los corales, asi como en el desarrollo y mejoramiento de

nuevos métodos diagndsticos.

Continuar los estudios en el SLO, para proporcionar datos mas actualizados,

permitiendo una continuidad en la comprension de los estudios en este sindrome



IX. Aplicacion practica
o La herramienta que se obtuvo como resultado de este trabajo, es un primer esfuerzo

para ayudar a la estandarizacion de los cambios morfoldgicos en las enfermedades de los

corales.

o Podré usarse como complemento en los procesos de monitoreos dentro de los

arrecifes, dando seguimiento a los estudios del SLO y otras enfermedades.

o El “Catalogo” de imagenes histoldgicas desarrollado, sera un apoyo para los nuevos

estudios que deseen precisar los caractéres existentes en el SLO y otras enfermedades.

o Permitird que un enfoque clinico veterinario aporte una perspectiva diferente, para el

desarrollo de métodos y técnicas relacionados con el estudio de las enfermedades de corales.
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Anexos

Anexo 1. Catalogo histologico.

(1) Region oral: 1.1 Epitelio

A) Discontinuo

C) Discontinuo/degradado

Fotografia 10 A-D. A) Corte longitudinal Orbicella annularis (4x). Epitelio discontinuo (Ep) Epitelio, (PSC)
Pared Superficial del Cuerpo; B) Corte longitudinal Orbicella annularis (1 0x). Epitelio continuo (Ep) Epitelio;
C) Corte longitudinal Orbicella annularis (4x). Epitelio discontinuo/degradado (Ep) Epitelio; D) Corte

longitudinal Orbicella annularis (40x). Epitelio continuo/degradado (Ep) Epitelio. Tomada por: Del Angel
Lemus, Milagros Olimpia.

1.2.- Gastrodermis (zooxantelas)

A) Presencia ; B) Ausencia

e ' 1 S S s & - S
Fotografia |1 A-B. A) Corte Longitudinal Orbicella annularis a una escala de 30 um. A) Gastrodermis de
la region oral con presencia de zooxantelas (Ec) Ectodermo, (En) Endodermo y (1) Zooxantelas. B.) Corte
longitudinal Orbicella annularis (40x). Gastrodermis de la region oral sin presencia de zooxantelas. A) Tomada
1y modificada de Szmant y Gassman, (1990). The effects of prolonged “bleaching” on the tissue biomass and

reproduction of the reef coral Montastrea annularis. Pag. 220; B) Tomada por Del Angel Lemus, Milagros
Olimpia.



: , A) Arreglo
2

R

PSC ‘

B) Conglomerado

Fotografia 12 A-C. A) Corte
longitudinal Orbicella annularis
(40x). Arreglo en el
acomodamiento de las
zooxantelas en la gastrodermis.
Zoo) Zooxantelas, (Gdm)
Gastrodermis, (Ep) Epidermis y
(PSC) Pared superficial del
cuerpo. B) Corte Longitudinal
Orbicella annularis (10x).
Secciones de la gastrodermis
donde se junta las zooxantelas
es denomino como
conglomerados. (Zoo)
Zooxantelas y (O) Localizacion
del conglomerado; C) Corte
Longitudinal Orbicella annularis
(10x). Gastrodermis de la pared
superficial del cuerpo con las
zooxantelas dispersas en el
espacio asignado como (1)
difuso. Tomada por: Del Angel
Lemus, Milagros Olimpia.
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1.4.- Gastrodermis (Estructura)

T

B) Lineal/continua

PSC

Convexo

{2

3

S TR s
Fotografia 13 A-D. A) Corte longitudinal Orbicella annularis (4x). Epitelio convexo/continuo. (o)Forma de la
(Gdm) gastrodermis; B) Corte longitudinal Orbicella annularis (40x). Epitelio lineal/continuo. (o)Forma de la
gastrodermis; C) Corte longitudinal Orbicella annularis (4x). Epitelio lineal/discontinuo. (o)Forma de la
gastrodermis; D) Corte longitudinal Orbicella annularis (10x). Epitelio convexo/discontinuo. (0)Forma de la
gastrodermis separandose de la estructura. Tomada por: Del Angel Lemus, Milagros Olimpia.

1.5.- Estructuras intraepidermicas no tefiibles

A) Cerrado : - | B) Abierto

Fotografia |4 A-B. A) Corte Longitudinal Orbicella annularis a una escala de 30 pm. Epidermis continuo sin
espacios intraepidermicos. (Ec) Ectodermo, (En) Endodermo y (1) Zooxantelas. B) Corte longitudinal
Orbicella annularis (10x). Epidermis continua con espacios intraepidermicos (1) abiertos. A) Tomada y
modificada de Szmant y Gassman, (1990). The effects of prolonged “bleaching” on the tissue biomass and
reproduction of the reef coral Montastrea annularis. Pag. 220; B) Tomada por: Del Angel Lemus, Milagros
Olimpia.
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2.1.- Cavidad gastrovascular

celular. B) Corte longitudinal Orbicella annularis (10x). Cavidad gastrovascular sin (O) arreglo celular y
dispersion de las estructuras internas. Tomada por: Del Angel Lemus, Milagros Olimpia.

2.2.- Gametos

‘e N pe. Ry S y—Tat—y

Fotografia 16 A-B. A) Corte longitudinal Orbicella annularis (10x). Cavidad gastrovascular con presencia
de (Gmt) gametos. A) Corte longitudinal Orbicella annularis (4x). Cavidad gastrovascular sin presencia de
gametos. (Gdm) Gastrodermis y (Cldm) Calicodermis. Tomada por: Del Angel Lemus, Milagros Olimpia.

2.3.- Forma del gameto

Fotografia 17 A-B. A) Corte longitudinal Orbicella annularis.(.ItOX)
gametos semicircular u ovalada (Gmt) gametos. B) Corte transversal Orbicella annularis (4x). Cavidad
gastrovascular con la forma de con elongaciones en la periferia dando forma de estrellada a los gametos.
Tomada por: Del Angel Lemus, Milagros Olimpia.

2.4.- Estructura animal no identificada
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Ausente o Presente

e RS e P S
Fotografia 18. Estructura posiblemente animal no identificada. Ausente o presente.
Tomada por: Del Angel Lemus, Milagros Olimpia.




(3) Region aboral
3.1.- Gastrodermis (Estructura)

A) Lineal/Discontinuo |

3" ‘4',. (‘ .’
| B) Lineal /Continuo y/,
i ; o s ’.‘t,

D) Convexo /Continuo

Fotografia 19 A-D. A) Corte transversal Orbicella annularis (4x). Region aboral, aledana al esqueleto.
Gastrodermis con forma lineal/discontinuo. (O)Forma de la (Gdm) gastrodermis; Ov) Oovocitos y (1)
Discontinuidad. B) Corte longitudinal Orbicella annularis (10x). Region aboral, aledafa al esqueleto.
Gastrodermis con forma lineal/continuo. (O)Forma de la gastrodermis; C) Corte longitudinal Orbicella
annularis (10x). Region aboral, aledafa al esqueleto. Gastrodermis con forma convexa/discontinua. (0)Forma
de la gastrodermis y (1) Discontinuidad; D) Corte longitudinal Orbicella annularis (40x). Region aboral, aledafia
al esqueleto. Gastrodermis con forma convexa/continua. (O) Forma de la gastrodermis. Tomada por: Del

Angel Lemus, Milagros Olimpia.

3.2.-Mesoglea.

B) Ausencia

Fotografia 20 A-B. A) Corte transversal Orbicella annularis (40x). Presen‘cia de la (

Msg) Mesoglea. B) Corte
longitudinal Orbicella annularis (10x). Ausencia de la (Msg) Mesoglea de la (PBC) pared basal de cuerpo. Tomada
por: Del Angel Lemus, Milagros Olimpia.
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3.3.- Calicodermis (Estructura).

A Wy

B) Continuo/Desprendido

D) Discontinuo/Desprendido

C) Lineal/Desprendido

Fotografia 21 A-B. A) Corte longitudinal Orbicella annularis (4x). (PBC) Pared basal del cuerpo,
ubicada la (Gdm) y (Cld) Calicodermis con forma lineal/discontinuo. B) Corte longitudinal Orbicella
annularis (4x). Calicodermis con forma continuo/desprendido; C) Corte longitudinal Orbicella
annularis (4x). Region aboral, (PBC) pared basal del cuerpo con calicodermis lineal/desprendida; D)
Corte transversal Orbicella annularis (40x). Calicodermis con forma (1) discontinua/desprendida.
Tomada por: Del Angel Lemus, Milagros Olimpia.

3.4 Material celular disperso.

> |

e

,
P N

Fotografia 22. Corte longitudinal Orbicella annularis (4x). (O) Material celular
disperso en la region aboral. Tomada por: Del Angel Lemus, Milagros Olimpia.



3.5 Alteraciones celulares Proximales al area.

Presencia o Ausencia . L
F | vem— ‘14', . !

Fotografia 23. Corte Iongitudinél Orbicella annularis (10x).

; i
Presencia de

alteraciones celulares (O) cercanas a la (PBC) pared basal del cuerpo en la parte

interna del pélipo. Tomada por: Del Angel Lemus, Milagros Olimpia.

57



Anexo 2. Matriz de datos dummy para los analisis multivariados.

Tabla 7 Matriz de datos de los caractéres morfologicos encontrados en las muestras con y sin signo (Cédigo de las muestras S=Sitio,

C=Colonia y Estado de salud, E=Enferma o S= Sana)

2. Polipo

1. Oral
1.1 Epitelio (1= Discontinuo, 1.2 Gastrodermis (0=Ausencia, | 1.3 Posicién Zoo en Gastro. 1.4 Estructura de la Gastrodermis ( 1.5 Estructura
2= Continuo, 3=Continlio |=Presencia) (I=Disperso, 2=Arreglo I=Lineal Continua, 2=céncava continua, | intraepidermicas no tefiibles
degradado, 4= Discontinuo lineal, 3= Conglomeradas) 3=Lineal discontinua, 4= céncava (0=Cerrado, |=Abierto)
Degradado) discontinua)
SI-CI S 2 | 2 | |
S1-C2-S 4 | 3 4 |
S1-C4-S 2 | 2 | |
SI-CIE 3 | | 2 |
SI1-C2-E 4 | | 4 |
S1-C4-E 4 | | 4 |

2.1 Cavidad Gastrovascular
(I1=No arreglo celular,
2=Arreglo celular)

2.2 Gametos (0=Ausencia,
|=Presencia)

2.3 Forma de los gametos
(I=asimétrico, 2= simétrico,
3=Ambas, 0=No aplica)

2.4 Estructura animal no identificada (0=

Ausencia, |=Presencia)

SI-Cl'S 2 | 2 |
S1-C2-S 2 | 2 0
S1-C4-S | | 3 0
SI-CI E 2 0 0 0
S1-C2-E 2 0 0 0




S1-C4-E 2 | | 0
3. Aboral
3.1 Estructura de la 3.2 Mesoglea (I =Presente, 3.3 Calicodermis (I= Lineal 3.4 Material celular disperso 3.5 Alteraciones Celulares
Gastrodermis (I=Lineal 0=Ausente) Discontinua, 2= Lineal (0=Ausencia, |=Presencia) Proximales al area
Continua, 2=concava continua, Continua, 3=Desprendido (0=Ausencia, |=Presencia)
3=Lineal discontinua, 4= continuo, 4=Desprendido
concava discontinua) discontinuo)
SI-CIS 2 | 2 0 0
S1-C2-S 2 | | [ |
S1-C4-S 3 0 4 [ |
SI-CIE 3 | 2 [ |
SI1-C2-E 4 | 2 0 |
S1-C4-E 4 | | [ |
4.Coenenquima
4.1 PSC estructura 4.2 PSC 4.3 PBC 4.4 PBC 4.5 Posicion 4.6 Estructura de la 4.7 Estructura 4.8 Calicodermis (1=
(I=Discontinuo, Grosor grosor estructura Zooxantelas en la Gastrodermis intraepidermicas | Lineal Discontinua, 2=
2=Continuo) (I=Delgado, | (1=Delgado, (0=Discontinuo, | Gastrodermis (I=Lineal Continua, no teiiibles Lineal Continua,
2=Grueso) 2=Grueso) I=Continuo) (I=Dispersa, 2=cdncava continua, (0=Cerrado, 3=Desprendido
2=Arreglo lineal, 3= 3=Lineal discontinua, |=Abierto) continuo,
Conglomeradas) 4= concava 4=Desprendido
discontinua) discontinuo)
sI-cl's 2 I I | | 2
si-c2:s | | | 3 |
S1-C4-S |
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