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RESUMEN

Los corales del género Pocillopora dominan las comunidades de arrecifes en el
Pacifico Oriental. En el Pacifico Mexicano hay escasos estudios sobre reproduccion
en este género y se han dirigido solo hacia Pocillopora damicornis. El presente
trabajo tuvo como objetivo describir el ciclo reproductivo de dos especies del género:
Pocillopora verrucosa y Pocillopora meandrina durante 16 meses, mediante
histologia convencional (tincibn con hematoxilina-eosina) para la identificacién de
gametos y sus estadios, e histoquimica (tincibn con sudan negro) para la
determinacion de lipidos en el tejido epitelial del pdlipo. Los resultados indican que
ambas especies son hermafroditas simultdneos. Las gbnadas se originan de cystos
en los mesenterios y normalmente se encuentran separadas dentro del mismo
pélipo. La gametogénesis coincide con el aumento de temperatura superficial del
mar. Inicia en mayo en el caso de P. meandrina a los 23°C y termina a los 28°C en
octubre, en P. verrucosa inicia en junio a los 24°C y termina a los 30°C en
septiembre. Los didmetros de los ovocitos se incrementaron a lo largo de la
temporada reproductiva y mostraron diferencias significativas entre los meses
Ovocitos maduros (estadio 1V) con un tamafio de 86 -100 um fueron registrados de
julio a septiembre en ambas especies, encontrandose la presencia del simbionte
migrando al nucleo del ovocito en septiembre. Los valores de energia solar recibida
y la temperatura superficial del mar se relacionaron positivamente con la cantidad
de colonias con actividad reproductiva. La cantidad de lipidos disminuyé
considerablemente en el pélipo durante el periodo reproductivo. No se evidencié
ninguna relacién entre la actividad reproductiva y la tasa de sedimentacion
registrada en el periodo de estudio. Ambas especies son simpatricas, y sus estadios

maduros (IV) se sobrelapan, tactica que potencialmente favoreceria la hibridacion.

Palabras clave: Pocillopora, Reproduccion de corales, Pacifico Oriental,

histoquimica, lipidos.



ABSTRACT

The corals of the genus Pocillopora dominate Reef Communities in the Eastern
Pacific. In the Mexican Pacific, there are few studies on reproduction in this genus
and have been directed solely toward Pocillopora damicornis. This study aimed to
describe the reproductive cycle of two species: Pocillopora verrucosa and
Pocillopora meandrina for 16 months by conventional histology (dyed with
Hematoxylin - Eosin ) for identification of gametes and their stages, and for
histochemistry ( dyed with Sudan Black staining ) for lipid determination of polyp
epitelial tissue. Results indicate that both species are simultaneous hermaphrodites.
Originating from the gonads in the mesenteries cystos and usually are separated
within the polyp. The gametogenesis coincides with increasing sea surface
temperature. Starts in May for P. meandrina at 23 ° C and ending at 28 ° C in
October. For P. verrucosa begins in June at 24 ° C and ending at 30 ° C in
September. The diameters of the oocytes increased throughout the breeding season
and showed they were recorded from July to September in both species significant
differences between mature oocytes months (stage 1V) with a size of 86 -100
microns, finding the presence of the symbiont migrate to the nucleus of the oocyte
in September. The values of solar energy received and sea surface temperature
were positively related to the number of colonies with reproductive activity. The
amount of lipids decreased significantly in the polyp during the reproductive period.
No relationship between reproductive activity and the sedimentation rate recorded
in the study period was not found. Both species are sympatric, and mature stages

(IV), tactics that favor potentially -overlapping hybridization.

Keywords: Pocillopora, Reproduction of corals, Eastern Pacific, Hystochemistry,
Lipid.
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GLOSARIO

Caliodermis: Capa de células derivadas del ectodermo que rodean los polipos,

cuya principal funcion es la de construir el exoesqueleto en corales escleractinios.

Canal gastrovascular: Conectan las cavidades gastrovasculares de los pdlipos en

una colonia por medio de un sistema de tubos.

Cavidad gastrovascular: Estbmago o vaso pequefio localizado en espacio interior
de un pélipo coralino; el agua que circula a través de la cavidad suministra oxigeno
disuelto y arrastra didxido de carbono y otros productos de desecho. Es conocido

en otros Anthozoa como celenteron.

Ciclo reproductivo: Evento periodico en el que las gbnadas producen gametos y

los organismos se reproducen.

Espermatocito: Es la célula germinal masculina que se encuentra en proceso de

Maduracion.

Espermatogenesis. Proliferacion de células germinales masculinas a partir de la

divisiébn mitotica de las espermatogoénias.

Espermatogdnia: Células diploides no especializadas ubicadas en las paredes de

los testiculos que por division meiotica daran origen a espermatocitos

Filamento mesentérico. También conocido como acontio, es un l6bulo central,

constituido por células que colaboran con la captura y digestién del zooplancton.

Gametogénesis. Proceso mediante el cual se forman los gametos en la

reproducciéon sexual.

Gonada: Organos sexuales primarios en los cuales se producen las células

germinales.

Mesenterio: Tejido medio localizado en cada septo.

VI



Mesoglea: Parte media entre la epidermis y la gastrodermis. Funciona como tejido

conectivo, ya que contiene amebocitos.
Ovocito: Célula sexual femenina en fase de crecimiento que experimenta meiosis
Ovario. Glandula femenina en la que tiene lugar la ovogénesis.

Ovogénesis: Proceso mediante el cual los gametos femeninos se multiplican y

maduran hasta la formacion de ovocitos maduros.

Polipo de Coral: Organismo individual de una colonia coralina, perteneciente a filo
Cnidaria de la clase Antozoo. Esta formado por dos capas germinales; la epidermis

y gastrodermis o endodermo.

Symbiodinium: Género de algas dinoflageladas de la familia Symbiodiniaceae,
clase Dinophyceae. Se conocen comunmente por zooxantelas. Generalmente son
simbiontes que viven dentro de las células gastrodérmicas de algunos
escleractinios, y anémonas, entre otros. Proveen energia a su hospedero por medio

de la fotosintesis.

Vitelo: Reserva del ovocito constituida por lipoproteinas y fosfoproteinas derivadas

de la vitelogenina.
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INTRODUCCION

Los arrecifes coralinos son ecosistemas fundamentales ya que nos proveen de
bienes (pesca, farmacos, artesanias) y servicios ( proteccion de las costas y
ecoturismo ) (Moberg y Folke, 1999). Estan constituidos principalmente por corales
del orden Scleractinia, los cuales se caracterizan por formar su esqueleto de
carbonato de calcio, y estar cubiertos por el tejido de unidades individuales llamadas
polipos (Ruppert y Barnes, 1996). Los polipos presentan las mismas propiedades
bioldgicas y un alto grado de comunicacion interna, por lo que una colonia se
comporta como una unidad fisiolégica y ecoldgica (Brusca y Brusca, 1990; Hughes
et al., 1992). A su vez, los polipos presentan una asociacion simbidtica con
dinoflagelados fotosintéticos del género Symbiodinium, los cuales alcanzan
densidades entre 1-5 millones por cm? de tejido. Symbiodinum spp producen
lipidos y carbohidratos a partir de la fotosintesis, proporcionando al coral el 95% de
los nutrientes necesarios para su mantenimiento, crecimiento y reproduccion. El
coral le proporciona a Symbiodinum un sustrato con condiciones adecuadas para
llevar a cabo la fotosintesis (Maragos, 1977; Glynn, 1996). Debido a esa asociacion
los corales se desarrollan donde la concentracion y circulacién de nutrientes es baja,
pero la incidencia solar es alta, en latitudes entre los 30°N y 30°S respecto al
Ecuador (Schubert et al., 2006).

Estudiar los ciclos reproductivos de los corales formadores de arrecife nos provee
de informacion que ayuda a entender las estrategias de historia de vida, la
estructura y dinamica poblacional, y apoya estudios sobre la distribucién y

biogeografia de las comunidades coralinas (Fadlallah, 1985; Tanner, 1996).

La reproduccion de los corales puede ocurrir ritmica o esporadicamente durante
parte del afio, o continuamente (Richmond y Hunter, 1990). Pueden reproducirse de
manera asexual por medio de fisién longitudinal (clonacién) de polipos, y por
fragmentacion accidental.

La fragmentacion es la estrategia mas comun; en ésta, no existe un intercambio

genético, ya que se genera a partir de una colonia previamente fijada. Dentro de los

1



beneficios encontrados es que existe una elevada probabilidad de que el fragmento
encuentre condiciones adecuadas debido a que se asienta a pocos metros de la
colonia madre (Harrison y Wallace, 1990). Este proceso es selectivamente favorable
para el desarrollo de las nuevas colonias coralinas en ambientes estables ya que
es rapido y da lugar a bajas tasas de mortalidad (Hughes et al. 1992). No obstante
las desventajas de la reproduccion asexual es que los polipos o el fragmento se
comportan exactamente de la misma manera que la colonia de origen, debido a que
no existe un intercambio genético, por lo que la nueva colonia es igualmente fuerte,

pero también igualmente débil a cambios ambientales (Wijgerde, 2009).

Los corales también emplean la reproduccién sexual. La reproduccion sexual
incluye una temporada de produccion de gametos y desoves. Este tipo de
reproduccion representa mayores ventajas potenciales para el individuo y la
poblacion porque implica intercambio genético, resultado de la meiosis y
subsecuente fusion de gametos. Este proceso crea eventualmente una poblacion
genéticamente diversa, con individuos capaces de responder a una amplia gama de
trastornos ambientales. Por supuesto, la poblacién debe ser lo suficientemente
grande para evitar demasiado “reciclaje” de los genes presentes. No obstante la
reproduccion sexual puede llevar a una alta mortalidad larval y a un reclutamiento
bajo o irregular (Giese y Pearse, 1974; Harrison y Wallace, 1990; Riddle D. 2008;
Wijgerde, 2009). Por ello algunas especies de coral tienen la capacidad de
reproducirse asexualmente y sexual durante un mismo periodo reproductivo
(Richmond, 1987).

La mayoria de las especies de coral son hermafroditas, es decir desarrollan
gonadas de ambos sexos dentro del mismo polipo (Giese y Pearse, 1974; Fadlallah
1983; Harrison y Wallace, 1990; Richmond y Hunter, 1990), sin embargo, también

existen especies gonocaricas.



Algunas especies tienen fecundacién interna e incuban sus planulas. Las planulas
son la forma larvaria de los corales, la cual en condiciones éptimas pasan por una
metamorfosis y luego se asienta para desarrollarse formando un poélipo. Otras
especies presentan fecundacion externa, liberan los gametos al medio, donde estos
se conjugan (Richmond y Hunter 1990b; Richmond 1997; Harrison, 2011) (Figura
1). Incluso, recientemente, se ha reportado que incluso algunas colonias pueden
llevar a cabo la liberacion de gametos seguido por una liberacion de planulas
(Schmidt-Roach et al., 2012).

Reproduccion Asexual

Horas-Dias

Diass-Semanas

Reproduccion Sexual

Figura 1. Ciclo de vida de corales. Asexual: (1-A) Clonacion de pdélipos. (2-

A) Fragmentacion. Sexual: (1-S) Desove de gametos, (2-S) Desove de planulas.



La liberacion de planulas puede ocurrir varias veces en un afo. El proceso comienza
con la expulsion de gametos masculinos, los cuales llegan a una colonia y son
recibidos por polipos femeninos, en los que se lleva a cabo la fertilizacion y el
desarrollo de la planula, la cual posteriormente es liberada a la columna de agua.
Los corales que pueden incubar sus planulas se ven favorecidos en areas
fisicamente inestables, ya que tales larvas presentan periodos cortos de vida libre y
se reclutan en abundancia cerca del progenitor (Figura 1). Ello les permite ser
eficientes para recolonizar areas afectadas por perturbaciones (Glynn et al., 1991;
Baird et al., 2009).

En cambio los corales que expulsan ambos gametos, generalmente lo hacenl-2
veces por afo llevando a cabo la fertilizacion en la columna de agua (Figura 1)
(Baird et al., 2009). Este tipo de reproduccion eventualmente crea una poblacion
genéticamente diversa, con individuos capaces de responder a una amplia gama de
trastornos (Wijgerde, 2009).

La reproduccién de los corales Scleractinios, como la mayoria de los organismos
marinos, esta mediada por factores enddgenos y exdgenos; los primeros se basan
en sefales proporcionadas por los sistemas endocrinos y/o neuroendocrinos
(cambios hormonales), mientras que el segundo es debido a los cambios en las
condiciones ambientales (Giese y Pearse, 1974; Harrison y Wallace, 1990; Fautin,
2002). Incluso también se ha demostrado que los cambios lunares participan de
manera importante (Ward 1992).

Las condiciones adecuadas para que se lleve a cabo la gametogénesis de cada
especie no son las mismas, ya que cambian de manera latitudinal; por lo que una
misma especie estara adaptada a distintas condiciones dependiendo de la zona
geografica en donde se encuentre. Incluso depende del intervalo de tolerancia a
distintos factores y en el caso de que este se rebase, existira una disminucion en la

fecundidad o bien una inhibicion total de la gametogénesis (Tanner, 1996).



Dentro de los factores ambientales, existen varios que pueden jugar un papel
importante. Estos son la temperatura superficial del mar (TSM), intensidad luminica
y la tasa de sedimentacion. Tradicionalmente, la temperatura superficial del mar ha
sido considerada como la principal sefial estacional, debido a la importante
influencia que ejerce sobre los procesos fisioldégicos; en numerosos casos la
liberacion de gametos ha sido relacionada con el calentamiento de las aguas
superficiales (Harrison y Wallace, 1990). No obstante después de anomalias de
temperatura relacionadas a fendmenos El Nifio, se ha observado que los corales
disminuyen o suprimen el proceso de reproduccion (Hirose et al.2000; Baird y
Marshall, 2002).

Otros de los factores que influyen en la reproduccion son la intensidad
luminica y la tasa de sedimentacion (Richmond, 1987). La intensidad luminica esta
ligada al proceso fotosintético del Symbiodinium, por el cual el coral recibe la mayor
parte de los nutrientes. Tasas altas de sedimentacion disminuyen la cantidad de
intensidad luminica y por ende la produccién de nutrientes (Fabricius, 2005). Los
nutrientes destinados para el proceso de reproduccion (gametogénesis) son
principalmente lipidos. Existe evidencia que corales expuestos a baja intensidad
luminica contienen menor cantidad de lipidos, lo que repercute en el proceso de
reproduccion (Stimson, 1987; Harrison y Wallace, 1990; Harland et al., 1992). En
zonas de surgencias la gametogénesis disminuye en comparacién con zonas

térmicamente estables (Glynn, 1991).

Tanto los factores antropogénicos y naturales tienen un impacto en la
reproduccion. Se ha reportado que en arrecifes con mucha fragmentacion inducida
por las actividades turisticas, disminuye el potencial reproductivo (Zakai et al.,
2000). Lo mismo ocurre en sitios expuestos a una mayor frecuencia de tormentas
donde los corales se reproducen principalmente de manera asexual y no tanto

sexual, ya que se aprecia menor variacion genotipica (Aranceta-Garza et al., 2012).



El principal constructor de las comunidades coralinas en el Pacifico Oriental
es el género Pocillopora, siendo las especies mas representativas P. verrucosa, P.
elegans, P. meandrina, y P. damicornis (Reyes-Bonilla y Lépez-Pérez, 1998). Son
especies con morfologia ramificada que habitan aguas poco profundas de 0 a 6 m
(Pérez-Vivar et al., 2006). Estos corales poseen una morfologia ramificada y
habitan aguas poco profundas (0 a 6 m; Pérez-Vivar et al., 2006). La biologia
reproductiva de este género en el Pacifico oriental ha sido estudiada en P.
damicornis por Glynn et al. (1991) desde la Isla del Cafio en Costa Rica a las Islas
Galapagos en Ecuador, donde se comporta como una especie hermafrodita
produciendo desoves sincronicos todo el afio, indistintamente durante las lunas
nueva y llena. En el Pacifico mexicano se ha demostrado su reproduccion sexual
en Bahia de La Paz, Golfo de California, donde los gametos se observaron
madurando entre junio y noviembre (Chavez-Romo & Reyes-Bonilla, 2007).
Observaciones en esta misma especie en Bahia de Bandera y bahias de Huatulco
han demostrado la produccion de gametos (estadios I-Ill) pero no estadios maduros
(Carpizo-ltuarte et al., 2011; Rodriguez-Troncoso et al., 2011). La biologia
reproductiva de Pocillopora verrucosa fue estudiada por Glynn et al. (1991) en las
costas de Costa Rica, Panaméa e Islas Galapagos, quienes reportan que es
hermafrodita, con una alta incidencia de gametos maduros de ambos sexos
alrededor de la luna llena en los meses de octubre y noviembre, con la mayor
abundancia a mediados de la temporada de lluvias (agosto y septiembre). Para el

Pacifico mexicano no hay estudios histologicos todavia.

El presente trabajo pretende aportar conocimiento sobre el ciclo reproductivo
de P. verrucosay P. meandrina, otras dos especies importantes en las comunidades
coralinas del Pacifico oriental y del Pacifico mexicano en particular, y su asociacion
con algunas variables como la temperatura superficial del mar, intensidad luminica

y la tasa de sedimentacion.



2. ANTECEDENTES
2.1Estrategia reproductiva en Indo Pacifico

La mayoria de los estudios de ciclo reproductivo se han realizado en el Indo-
Pacifico y se han basado en P. damicornis. Estos concuerdan que en esas latitudes
es una especie hermafrodita que presenta incubacién de planulas (Permatav y
Kinzie, 2000; Richmond y Jokiel, 1984; Ward y Bay,1992; Zakai y Levy, 2000),
evento en el que se observa una disminucion del 30% en la concentracion de lipidos
presentes en su tejido, especialmente en el de las puntas de las ramas (Stimson,
1987). La evidencia de desove de gametos, casi no se ha reportado, sin embargo
se sabe que ocurre durante la madrugada, dos dias después de la luna llena, de
noviembre a febrero. Ademas, se observd que los ovocitos tienen flotabilidad

negativa y contienen ya Symbiodinium (Schmidt-Roach, 2012).

En cambio los estudios que se refieren a P. verrucosa (usualmente reportado
como P. elegans) reportan que solo desova gametos entre marzo y abril
dependiendo la localidad (Ser et al., 1994; Fadlallah, 1985; Five-Server, 1998;
Kruger y Schleyer, 1998) generalmente seis dias después de la luna nueva (Kinzie,
1993), también con la presencia de Symbiodinium en los ovocitos 3 a 4 dias antes
del desove (Hirose et al., 2000). Por otro lado los estudios publicados sobre
Pococillopora meandrina han sido realizados en las costas de Hawaii, donde
Stimson (1978) sospecha que desova gametos durante la primavera y verano en
Molokini, entre abril y mayo cinco dias después de la luna llena (Fiene-Severns,
1998), mientras que en Kahalu'u, Hawaii es uno de los pocos corales que desovan
durante el dia, después de la salida del sol en abril y durante mayo y junio (Riddle,
2008).



2.2Reproduccion en el Pacifico Oriental

En contraste en el Pacifico Oriental los estudios de reproduccidén son escasos
y han sido dirigidos en su mayoria a P. damicornis. Este coral ha demostrado ser
hermafrodita, expulsando gametos en los arrecifes del Golfo de California vy
Panama. El periodo de produccion de gametos se realiza una vez al afio durante
los meses célidos. Sin embargo otros estudios realizados en las bahias de Huatulco
(Oaxaca) no han mostrado evidencia de reproduccion sexual, mientras que en
Bahia de Banderas (Nayarit) solo se han registrado estadios | a Il pero no ovocitos
maduros; por ello han sugerido que las condiciones ambientales de estrés han
provocado la re-absorcion de gametos o que los gametos no lleguen a su estado de
madurez (Carpizo-ltuarte et al., 2011; Rodriguez-Troncoso, 2011). Para Pocillopora
verrucosa se ha reportado que es hermafrodita, con una alta incidencia de gametos
maduros de ambos sexos alrededor de la luna llena. Los gametos (ovocitos y
espermatocitos) en estadio IV (maduros) se encontraron presentes en octubre y
noviembre, con la mayor abundancia a mediados de la temporada de lluvias (agosto

y septiembre) (Glynn et al., 1991).



3. JUSTIFICACION

Conocer el ciclo reproductivo nos permite entender la dinamica y evolucion de las
poblaciones, informacion crucial para entender el potencial reclutamiento y
recuperacion de é&reas impactadas por fendmenos como el blangueamiento
asociado a eventos oceanograficos como El Nifio y La Nifia (Glynn et al., 1991; Paz-
Garcia et al., 2012), o planes de repoblamiento en &reas afectadas por el hombre.

Bahia de La Paz, en el Golfo de California, es una de las pocas areas del Pacifico
Mexicano donde se ha logrado evidenciar reproduccion sexual en una de las
especies del género Pocillopora. Por lo cual el presente trabajo aportara valiosa
informacion de otro par de especies frecuentes y abundantes que componen la
comunidad coralina del Pacifico Mexicano y Golfo de California. La informacion
generada podra ser utilizada como un insumo béasico en futuras medidas de

conservacion.



4. OBJETIVO GENERAL

Describir el ciclo de reproduccion sexual de los corales Pocillopora
meandrina y Pocillopora verrucosa en Isla Gaviota en la Bahia de La Paz, Golfo de

California.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES
e Caracterizar la gametogénesis de cada una de las especies
e Determinar la presencia de lipidos y su variacion durante el proceso
reproductivo de cada una de las especies.
e Relacionar los factores ambientales como temperatura superficial, intensidad
luminica y tasa de sedimentacion, con el ciclo reproductivo de ambas

especies.
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5. AREA DE ESTUDIO

El presente trabajo se realizé en Isla Gaviota, la cual se ubica dentro de La Bahia
de La Paz, en la parte sureste de la Peninsula de Baja California. Por ende la isla
comparte las caracteristicas geomorfoldgicas y estd sometida a los regimenes

climatico e hidroldgico que presenta la Bahia.

Sus aguas son someras, con profundidades generalmente menores de 50 m (en el
sur), presentan un régimen de marea semidiurno, y los niveles mas bajos de marea
se observan entre julio y septiembre. La zona de surgencias se ubica en Punta
Diablo, y ésta se presenta en el verano y principios del otofio a una temperatura de
24°C y una salinidad entre 34.6 y 36 UPS cuando los vientos provienen del sur
(Murillo-Jiménez, 1987) (Figura 2).

El ciclo anual de la temperatura superficial del mar en la cuenca de la bahia presenta
dos estaciones bien definidas con respecto al patrén estacional de vientos. Durante
invierno-primavera, los menores niveles de insolacion junto con la influencia de los
vientos del noroeste son los causantes del enfriamiento de las aguas superficiales
hasta alcanzar sus minimos anuales (21° a 24°C), con valores extremos de 18°C.
Las temperaturas superficiales del mar mas elevadas (27° a 31°C; hasta 34°C en
afos de Oscilacion Surefia de El Nifio) se registran durante verano-otofio cuando
la insolacion es mayor y hay vientos provenientes del sureste, que acarrean aguas

calidas del tropico hacia el golfo (Bernal et al., 2001).
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Figura 2. Ubicacion geogréfica de Isla Gaviota en la Bahia de La Paz, B.C.S.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 MUESTREO

Con el objetivo de dar seguimiento al estudio de la biologia reproductiva de los
corales Pocillopora verrucosa y Pocillopora meandrina en Isla Gaviota, se
etiquetaron 10 colonias de cada especie tomando en cuenta los siguientes criterios:
a) que las colonias se localizaran a un minimo de un metro de distancia con el fin
de asegurarnos que eran distintas colonias, b) que tuvieran la talla de primera
madurez reportada en una de las especies del género (Pocillopora damicornis), esto
es ramificaciones mayores a los 8.6 cm de altura (Chavez-Romo y Reyes-Bonilla,
2007); y por ultimo c) se considerd una longitud de didmetro mayor a 40 cm como
se ha recomendado en otros corales formadores de arrecife (Glynn et al., 1994).

La recoleccion de muestras se realiz0 mediante buceo autonomo a 5 m de
profundidad. Con la ayuda de un cincel y martillo se recolecté de manera mensual
durante quince meses (febrero 2013- mayo 2014) un fragmento de entre 3-6 cm de
la parte superior de las ramas (Fadlallah, 1985) de cada una de las colonias
previamente marcadas (total de 300 fragmentos).

Cada uno de estos fragmentos fue preservado en solucion de Davison (Anexo 1),
de acuerdo con la metodologia propuesta por Howard y Smith (1983), para
posteriormente ser procesados en el laboratorio mediante técnicas histolégicas e
histoquimicas (Humason, 1979), en el laboratorio de Histologia e Histoquimica del

Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR)
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6.2MEDICION DE VARIABLES AMBIENTALES

Para entender mejor el ciclo reproductivo de las especies, se llevo a cabo la
medicion de algunos parametros ambientales que aparentemente influyen en los
procesos biologicos de dichos organismos. Se consideraron la temperatura

superficial del mar, la energia solar recibida, y la tasa de sedimentacion.

Para medir la temperatura se instalaron dos termoégrafos digitales sumergibles
(HOBO pendant) a una profundidad aproximada de 3-5 m en la comunidad arrecifal,
donde se encontraban las colonias etiquetadas. Los dispositivos cuentan con una
precision de 0.02 °C, lo que permitié obtener registros de la temperatura superficial
del mar e intensidad luminica de manera automética cada treinta minutos. Estos
sensores fueron supervisados y limpiados en cada muestreo, y cambiados por

periodos no mayores a 4 meses para evitar se descargara la pila (Figura 3).

Figura 3. Dispositivo (HOBO®) utilizado para obtener los valores de temperatura e

intensidad luminica a la que estan expuestas las colonias.

Ya que los termografos suelen ser rapidamente invadidos por algas filamentososas,
las cuales impiden el paso correcto de la luz al sensor, solo se tomd en cuenta las
mediciones de los primeros 3 dias de cada mes. Ademas, los datos intensidad
luminica fueron complementados con datos del modelo de Jamo Lammi

descargados de http://www.tutiempo.net/silvia_larocca/Temas/fotoperiodo.htm, el

cual calcula el fotoperiodo del dia de una coordenada y fecha determinada (Johnson
et al. 2008). Los datos descargados corresponden a mediciones diarias de la
maxima energia solar recibida al medio dia, expresados en W/m?2. Dado que las

colonias monitoreadas se encuentran de 3 a 5 metros de profundidad, y la luz tiende
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a difractarse, los datos descargados solo representan una aproximacion de las

condiciones ambientales.

Valores de radiacion fotosintéticamente disponible para la fotosintesis (PAR,
Einstein/m?/dia), y la clorofila a (mg/m?) fueron adquiridos del sistema de datos en
linea nombrado Giovanni desarrollado por el

Goddard (http://disc.sci.gsfc.nasa.gov/giovanni, JG Acker y G. Leptoukh, 2007).

Las mediciones mensuales se promediaron en una area aproximada de 10 km?
alrededor de Isla Gaviotas (110.35 W - 24,25 N).

Se analiz6 la normalidad de los datos. Posteriormente para probar una asociacion
entre la reproduccion de las colonias de coral y las condiciones ambientales se
calcul6 el valor promedio de cada mes de cada variable ambiental (temperatura
superficial, energia solar, tasa de sedimentacion, clorofila a, fotosintéticamente
disponible para la fotosintesis) y se correlacioné con el porcentaje de colonias con
actividad reproductiva y gametos en estadios maduros. Debido a que los datos no
cumplieron el criterio de normalidad se realiz6 una correlacion por rangos de

Spearman.

A su vez se decidi6 calcular la tasa de sedimentacion mensual. Para ello se
colocaron tres trampas captadoras de sedimentos, estas fueron frascos con
aproximadamente 7 cm de diametro interno y 20 cm de longitud, con un extremo
sellado y con posibilidad de taparse debido a que fueron recolectados de manera
mensual (Moberg et al., 1999). ). Las muestras de sedimento recolectas
mensualmente fueron secadas en un horno a 60° C durante 48 horas, y luego el
sedimento fue pesado en una balanza con sensibilidad de 1mg. Los datos fueron

expresados en gramos por unidad de tiempo (mes) (Vives, 2003).
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e CARACTERIZACION DE LAS ETAPAS DEL CICLO REPRODUCTIVO
Preparacion de la muestra

Una vez fijadas las muestras, fueron trasportadas al laboratorio de histologia e
histoquimica del Centro de Investigaciones Biol6gicas del Noroeste. En el
laboratorio las muestras fueron lavadas con abundante agua para eliminar la
solucion de Davidson. Posteriormente cada muestra pasé por un proceso de
descalcificacion que durd aproximadamente 2 dias con el fin de extraer su tejido. El
proceso de descalcificacion consistid en sumergir la muestra en una solucion de
acido clorhidrico (HCI) al 10% con 0.7 g de EDTA, 0.008 g de tartrato de sodio y
potasio (KNaC4H406.4HO2) y 0.14 g de tartrato de sodio (C4H4KNaOG6) por cada
litro (Chavez-Romo y Reyes-Bonilla 2007; Glynn et al., 1991; Glynn et al., 2012).

Una vez descalcificados los fragmentos, se obtuvo el tejido, el cual fue lavado con
agua corriente para quitar rastros de &cido clorhidrico y poder asi manipularlo para
su posterior diseccion. El tejido fue cortado de manera longitudinal y transversal con
el fin de poder explorar la anatomia del poélipo y observar la mayor cantidad de

polipos presentes en el tejido.

Figura 4. Fotografia del tejido Pocillopora verrucosa, planos de diseccion.
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Procesamiento histoldgico

La descripcion de la anatomia del polipo y descripcion del ciclo reproductivo se llevo

a cabo mediante técnicas de histologia. Este proceso comenz6 inmediatamente

después de realizar la diseccién del tejido y consistié de las siguientes etapas:

Deshidratacion: El tejido es pasado por una serie de alcoholes en
concentraciones ascendentes (70, 80, 90, 96 y 100% de etanol)
permaneciendo durante una hora en cada uno de ellos. Posteriormente el
tejido fue sumergido en alcohol-xilol durante 15 minutos, y en xilol durante
otros cinco minutos con el fin de eliminar toda el agua y poder infiltrarlo con
parafina.

Inclusién: El tejido es sumergido en una serie de parafinas (parafina |, Il 'y 111)
durante una hora, a una temperatura de 65°C con el fin de eliminar la mayor
cantidad de xilol. El proceso termina con la inclusion con parafina nueva para
formar los bloques de los cuales se obtienen los cortes con el microtomo.
Cortes: Se realizaron cortes finos de 4 um de grosor con la ayuda de un
micrétomo Leica. Cada corte fue una seccion. Se realizaron cuatro secciones
de cada muestra, avanzando 200 um entre cada seccién, con el objetivo de
analizar el tejido a distintos niveles. Los cortes fueron vertidos en un bafio de
flotacion con glicerina, lo que permite montarlos en portaobjetos para ser
tefiidos. Tres secciones fueron destinadas para realizar la tincion de
observacion basica histolégica.

Tincién: Los cortes fueron desparafinados, hidratados y tefiidos con la
técnica de Hematoxilina Férrica-Eosina descrita por Humason (1979), (Anexo
2).

Tras el procesamiento histologico se examinaron un total de 900 preparaciones de

Hematoxilina-Eosina. El analisis fue realizado con la ayuda de un microscopio

compuesto marca Olympus, modelo BX50. En caso de presentar gametos, se

tomaron fotografias a distintos aumentos (4x, 10x, 20x, 40x, 100x) con una camara

CoolSNAP marca Media Cybernetics asociada al microscopio.
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e RELACION DE LA CONCENTRACION DE LIiPIDOS CON EL PERIODO
REPRODUCTIVO.

Histoquimica

Para cuantificar los lipidos aproximales presentes en el tejido de las especies se
utilizaron cortes de 4 um de grosor que fueron tefiidos con la técnica de Sudan
Negro. Esta tincion nos ayudd a detectar la presencia de reservas en forma de

lipidos dentro de cada polipo. A continuacion se describe brevemente la técnica.

1. Previo a la tincion, los cortes son desparafinados e hidratados con agua
destilada.

2. Luego son sumergidos en alcohol al 70% por cinco minutos para
deshidratarlos

3. Posteriormente los cortes se sumergen en solucion de Sudan Negro durante
15 a 30 minutos.

4. Para diferenciar estructuras se sumergen en alcohol etilico al 70%.

5. Se quita el exceso de colorante al lavar bien en agua corriente.

6. Luego se mantienen en agua destilada para después montarlos en gelatina

glicerinada.
La tincién sudan negro puede tener varios contrastes:

e Azul a negro indica la presencia de ésteres de colesterol y triglicéridos
e Gris indica la presencia de Fosfolipidos, que son lipidos estructurales
presentes en cada polipo.
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TRABAJO DE GABINETE
e CARACTERIZACION DE LAS ETAPAS DEL CICLO REPRODUCTIVO
Histologia

Para el andlisis, caracterizacién, y mediciones de las estructuras se utilizaron
fotografias de las preparaciones histoldgicas. Esto ofrece la ventaja de poder
trabajar en cualquier PC, observar los detalles con adecuada resolucion y al tamafio
deseado, permiten utilizar programas de computo para las mediciones, y permiten
que las observaciones sean validadas por otros observadores calificados. También
fueron el material para la descripcién de ciclo reproductivo, la cual incluyo criterios

cualitativos y cuantitativos.
e Criterios cualitativos

Debido a que la maduracion de los pdlipos, gbnadas, y por ende ovocitos es
progresiva y asincronica, primero se caracterizaron 3 polipos por colonia con el fin
de encontrar algun patron en la maduracion a nivel individuo (p6lipo). La

clasificacion fue de la siguiente manera:

e Podlipos femeninos: Pdlipos con mayor nimero de gonadas con
OVOCitos.

e Podlipos masculinos: Pélipos con mayor numero de goénadas con
espermatocitos.

e Pdlipos hermafroditas: Polipos con ambas gonadas.

El andlisis cualitativo del desarrollo de los gametos se llevé a cabo clasificando
cincuenta génadas por mes de acuerdo al estadio mas frecuente de ovocitos

presentes en cada gbénada para conocer su periodicidad.

La caracterizacion de estadio de los gametos se realiz6 de acuerdo con los
conceptos basicos del desarrollo gametogénico, y tomando en cuenta criterios

propuestos para la descripcién del ciclo reproductivo de Pocillopora damicornis por
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Glynn et al. (1991), Vizcaino-Ochoa (2003), y Rodriguez-Troncoso et al. (2011)
(Anexos I, 1V, V).

Una vez caracterizados los ovocitos, se construyd una base de datos donde se
registro la frecuencia de aparicion de ovocitos en sus diferentes estadios. Se reviso
el total de gonadas presentes en 3 pdlipos distintos de cada una de las colonias

analizadas. Tal informacidén nos permitié obtener histogramas de frecuencias.
e Andlisis cuantitativo

El andlisis cuantitativo del desarrollo de los gametos se llevo a cabo mediante
la evaluacion del crecimiento de los gametos. Se midié la longitud de cincuenta
gametos masculinos y cincuenta ovocitos mensualmente. Ya que los gametos
femeninos tienen forma de una esfera, se calcul6 el diametro tedrico (DT) a partir
del area (A) total de cada ovocito mediante la siguiente férmula: DT=V4A/{ (Moriarty,
1975; Saout et al., 1999). Se calculd el diametro tedrico del total de los ovocitos
presentes en 3 polipos, sin importar la caracterizacion cualitativa previa sobre su
etapa de desarrollo. Lo anterior fue realizado con la ayuda del programa Image-Pro
Plus 7.0.

Se reviso la normalidad de los datos del tamafio de los ovocitos de cada mes.
Dado que los datos no fueron normales se transformd a logaritmo base 10. No
obstante las medidas de los didmetros de los ovocitos de Pocillopora verrucosa no
presentaron normalidad. Bajo esos criterios se aplic6 una ANOVA para saber si
existen diferencias significativas entre las medidas obtenidas entre los meses de
Pocillopora meandrina, y una prueba de Kruskal Wallis en el caso de Pocillopora

verrucosa.
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e Relacion de la concentraciéon de lipidos con el periodo reproductivo.
Histoquimica

A las imégenes digitalizadas de las preparaciones histoquimicas se les aplico
un procesamiento para la identificacion automatica de pixeles. La cual consiste en
convertir una imagen de color determinado a pixeles, recordando que la tincion con
Sudan Negro tifie de color negro y gris a los lipidos (Otsun, 1979). La proporcién
resultante de pixeles en la imagen delimitada (&rea del pdlipo) representa una
medida proporcional a los lipidos presentes en la muestra en unidades de micras
(Rodriguez-Jaramillo, 2008). No obstante para su manipulacion las proporciones de
lipidos de cada muestra fueron transformadas a porcentaje por area del tejido de la

muestra.
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RESULTADOS

e Estructura histolégica de un pdlipo y generalidades.

Ya que los polipos de Pocillopora verrucosa y Pocillopora meandrina no cuentan
con oOrganos reproductores definidos, desarrollan cystos destinados para la
produccion de gametos. Estos crecen en la base del epitelio endodermo, hacia la
parte media de la mesogléa de cada septo, también llamados mesenterios primarios
dando la apariencia de que la gbnada es una extension del mesenterio. Aunque las
estructuras reproductivas no son propiamente génadas se emplea el término ya que

cumplen la funcion de contener los gametos (Figura 5).

Las gonadas no se encuentran de manera permanente en el pélipo, solo estan
presentes durante el periodo reproductivo. Cada uno de sus pélipos puede llegar a
desarrollar desde una hasta doce gonadas. Cada uno de los cystos produce solo un
tipo de gametos, por ende podemos referimos a génadas femeninas u ovarios si
contiene solo ovocitos 0 gbnadas masculinas o espermario las que desarrollaron
solo espermatocitos. En algunas ocasiones ambos tipos de gdnadas se encontraron
compartiendo el mismo mesenterio. Sin embargo fue mas comun observar una

gbnada en cada mesenterio (Figura 5).

Cada polipo produce en promedio 6 gonadas, sin embargo pueden desarrollar hasta
doce. La proporcién de génadas masculinas y femeninas es generalmente uno a
uno cuando los gametos alcanzan la madurez. Las gbénadas femeninas tienden a
desarrollar ovocitos en multiplos de tres, con un maximo de 18 por génada en
Pocillopora meandrina y de 15 en Pocillopora verrucosa, pudiendo desarrollar hasta

12 gbénadas.
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Figura 5. A. Estructura Histoldgica de un poélipo de Pocillopora verrucosa. Corte
transversal 4x. CG= cavidad gastrovascular del polipo, Mg= Mesoglea, M=
Mesenterio, GF=Gdénada con gametos femeninos, E=Epidermis. B. Gdnadas
compartiendo un mismo mesenterio 10x. GF=Go6nada con gametos femeninos,

GM=Gonada con gametos masculinos. C. N= Nematocisto fotografia a 100x.
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Figura 6. Pdlipo de Pocillopora meandrina fotografia tomada a 10x. E= epidermis.
Cng= canal gastrovascular. Mg= Mesoglea, S=simbionte, Fm= Filamento

mesentérico. Tincién Hematoxilina-Eosina.

24



e Gametogénesis
Generalidades
e A nivel pélipo.

Al caracterizar los pélipos en base al tipo de génada més frecuente, se observo que

hay una preferencia a producir primero ovocitos (Figura 7).

Y

e

Figura 7. Tejido de Pocillopora verrucosa. Fotografia tomada a 4x. Muestra un corte
transversal de tres poélipos completos donde se observa el desarrollo diferencial de

sus gonadas.

El 92% de los pdlipos analizados en Pocillopora meandrina 'y un 57% en Pocillopora

verrucosa solo desarrollaron génadas femeninas en junio 2013 (Tabla 1).

Después de un mes el 40% de los pélipos analizados en P. meandrina, presentaron
solo génadas femeninas, otro 40% presenté ya ambas gonadas y un 20% de los

poélipos desarrollaron solo espermatocitos (Tabla 1).
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En cambio en P. verrucosa la proporcién de polipos con solo génadas femeninas y

poélipos con ambas gdnadas fue uno a uno. En septiembre la mayoria de sus polipos

de ambas especies producian ambas gonadas. Alrededor del 80% de los polipos

analizados ya eran hermafroditas (Tabla 1).

Tabla 1. Proporcion de polipos caracterizados en base al desarrollo de sus cystos.

n= numero de polipos analizados en el mes.

Junig Julio &eptiembre
Polipos | |Polipos con] | Palipos Polipos i Palipos Polipos i Polpos
Polipos con Polipos con
Hes con solo sl Con con solo p‘ con con solp P , con
nl . , %|n| . % | s0lo gonadas| % % , % | solo gonadas| % %
qonadas gonadas ambas gonadas , ambas gonadas , ambas
. i . . masculinas . . mazculinas ;
femeninas| |mascuinag| | qonadas femeninas gonadas femeninas gonadas
P. meandring | 25 3 m 0 0 2 B0 & 4 4 0 8 4 2 by, 0 0 7 78
P.verrucoss |14 g 57 1 7 5 k(28] 14 & 0 0 14 50 0 0 1 0 4 80
e Por especie

Ambos corales son hermafroditas funcionales debido a que los pdlipos producen

gametos masculinos y femeninos. El periodo de gametogénesis comprendié desde

finales de la primavera hasta otofio (mayo-septiembre) para Pocillopora meandrina

y de verano a otofio (junio-septiembre) en Pocillopora verrucosa.
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e Pocillopora meandrina

La gametogénesis inicio en mayo con el 10% de las colonias, porcentaje que
rapidamente ascendi6 al 90% de las colonias en junio, descendiendo
pausadamente a partir de julio (70%) hasta septiembre (50%) y luego baja
rapidamente a un 10% en octubre, Ultimo mes donde se observé gametogénesis
(Figura 8). En noviembre no se encontro la presencia de gametos pero si se observo

gbnadas con células intersticiales.
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Figura 8. Porcentaje de colonias de Pocillopora meandrina que presentaron
gametos.

El agosto no fue posible realizar el muestreo por cuestiones climaticas y
administrativas, pero podria interpolarse un valor del 60% de colonias con

produccion de gametos.
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e Pocilloporaverrucosa

A diferencia de P. meandrina, en mayo no se observo presencia de gametos en los
polipos de ninguna colonia de Pocillopora verrucosa. En junio sin embargo el 50%
de las colonias de P. verrucosa presentaron gametos, porcentaje que ascendid
rapidamente al 80% en julio. En septiembre solo el 40% de las colonias mostraron
gametogénesis. En octubre y noviembre se observo la presencia de algunas células
intersticiales (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de colonias Pocillopora verrucosa que presentaron gametos
en el periodo de estudio.
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e Andlisis cualitativo

Ovogeénesis

Se determinaron cuatro estadios de desarrollo en ambas especies (I-1V) para

caracterizar los gametos femeninos.

Estadio I. Se caracteriza por la presencia de células intersticiales, que son aquellas
células que puede convertirse en estructuras reproductivas. Aunque pocas fueron
observadas (y s6lo en P. meandrina), marcan el inicio de la actividad reproductiva.
Estas células estaban contenidas en un cysto de 55 p de diametro mayor. Las
células poseen forma ovalada, nucleo y nucléolo poco visible, y de tamafio de 4 a

12 p con un promedio de 5 p (Figura 8).

El estadio uno también incluyo la presencia de oogonias en previtelogenésis. Estas
células contienen poco citoplasma, nacleo poco visible y de tamafio 15-25 p de
didmetro para Pocillopora meandrina, y de 10-23u en Pocillopora verrucosa (figura
11).
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Figura 10. Gonada de Pocillopora meandrina. Fotografia tomada a 60x. Los cirulos
rojos encierran las células intersticiales localizadas en la periferia de la gonada Cl=
Célula. Se observaron algunos ovocitos en crecimiento Ov= ovocitos. Tincion
Hematoxilina-Eosina.
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Figura 11. Gonada de Pocillopora verrucosa. Cv= Cavidad gastrovascular por
donde los pélipos estar intercomunicados, T= tentaculo, Cnt= Células nerviosas de
los tentaculos. Los circulos rojos marcan los ovocitos en previtelogénesis. Tincidon
Hematoxilina-Eosina.
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Estadio Il. La gonada presentd mayor cantidad de ovocitos en previtelogenésis,
con aumento de citoplasma, con nucleo y nucléolo claramente definido, y presencia
de algunas vacuolas lipidicas que marcan el inicio de la vitelogénesis. El tamafio
entre 24-40 um en P. verrucosa y 29-46 um en P. meandrina (Figura 12).

) L
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Figura 12. Fotografia de un ovario de Pocillopora verrucosa estadio Il. Tomada a
20x. Contiene ovocitos con algunas vacuolas lipidicas (VL), S= simbiontes, Mg=
mesogléa, M=mesenterio, =filamento mesentérico, Cg= Canal gastrovascular, Ci=
Células intersticiales, =Células digestivas del epitelio, Cme= Células musculares

del epitelio. Tincibn Hematoxilina-Eosina.
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Estadios Ill. Gonada con mayor numero de ovocitos en vitelogénesis. Estos se
caracterizan por presentar un aumento de vacuolas lipidicas y citoplasma con gran
cantidad de vitelo, lo que les da una apariencia granulosa. Tamafo de ovocitos entre
40-80 um para ambas especies. También se observo que la génada esta rodeada

por los simbiontes (Figura 13).

Figura 13. A. Gonada de Pocillopora meandrina. Fotografia tomada a 20x. B.
Ovocito estadio lll; foto tomada a 100x. VL= vacuolas lipidicas, GV= granulos de
vitelo, NL=nucléolo, Nc=nlcleo. C. Evidencia de simbiontes rodeando la gbnada.
Fotografia tomada con microscopio de fluorescencia, D. Simbiontes (S); fotografia

tomada a 100x. Tincibn Hematoxilina-eosina.
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Estadio IV. Las gbnadas presentan mas ovocitos en vitelogénesis avanzada;
citoplasma con apariencia granulosa al debido a que contienen una gran cantidad
de vitelo, motivo | por el que fueron catalogados como maduros. Ademas en este
estadio se observaron simbiontes migrando al nucléolo de los ovocitos. El tamafio

de estos ovocitos fue de 86 -100 um para Pocillopora meandrina y de 76 a 85 um

en Pocillopora verrucosa (Figura 14).

Figura 14. A. Gonada con ovocitos maduros, fotografia a 20x. B. Ovocito maduro
a 100x, se observa gran cantidad de vitelo (V) y vacuolas lipidicas (VL). C. fotografia
a 60 x migracion del simbionte (S) al nucleo del ovocito maduro. Tincién

Hematoxilina-Eosina.
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Espermatogénesis

Estadio I. Se caracteriza por la presencia de células intersticiales agrupadas en una

estructura en forma de racimo. Las células se caracterizan por ser ovaladas y sin

nucléolo y nacleo visible (Figura 15).

Figura 15. Fotografia de Pocillopora verrucosa tomada a 20x. Ci= células
intersticiales, Ov=0vocito, Cg= Canal gastrovascular, Mg= Mesoglea se extiende

para formar la gonada.
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Estadio Il. Se observ6 una mayor cantidad de nucleos, de un tamafio menor al de
las células intersticiales. Se encuentran agrupadas en forma lineal o tubular,
algunas células comienzan a migrar hacia la periferia del espermario, dando espacio
para el desarrollo de las nuevas estructuras reproductivas. Estas células aun no
presentan flagelos (Figura 16).

Figura 16. Fotografia de Pocillopora meandrina tomada a 20x. La linea roja muestra
el acomodo tubular de los espermatocitos. Las fechas marcan el inicio la migraciéon
hacia la periferia. Se observa una gran cantidad de células intersticiales (ClI)
rodeando la gonada.
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Estadio lll. Espermarios de mayor tamafo, los cuales contienen una gran cantidad
de espermatocitos y escasos espermatozoides (Figura 17).
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Figura 17. Fotografia de Pocillopora meandrina tomada a 20x. Los circulos rojos
muestran la presencia de espermatozoides en el espermario. Se observa el canal

gastrovascular (Cg), tejido por el cual los pdlipos se comunican. Tincion
Hematoxilina-Eosina.
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Estadio IV. Espermario con gran cantidad de espermatozoides y escasos

espermatocitos (Figura 18).

Figura 18. A. Espermario de Pocillopora meandrina con gran cantidad de
espermatozoides y pocos espermatocitos, fotografia tomada a 20x. B. Fotografia a
100x de espermatozoides, N= Nucleo del espermatozoide, F= flagelo del

espermatozoide.
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e Andlisis cuantitativo
Tamafo de los ovocitos
e Pocillopora meandrina

Debido a que los ovocitos se desarrollaron de manera asincronica, en un mismo
mes encontramos diferentes tamafios de diametro teorico. La tendencia es al
aumento del didmetro con el paso del tiempo (Figura 19). En el mes de junio los
ovocitos midieron de 16 a 37.5u con una media de 27. En julio el tamafio minimo
fue de 19.7 Y4, un maximo de 66 y un promedio de 46.3 u. En septiembre se

encontraron ovocitos desde 58.8u a 100y.
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Figura 19. Medidas del didmetro tedrico de los ovocitos encontrados durante el
periodo reproductivo de Pocillopora meandrina. Los circulos son datos no
frecuentes y fuera del rango de dispersion (outliers). El rectangulo mayor contiene
del 25 al 75 % de los datos y el rectangulo pequefo representa la media de los datos

en cada mes.
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El analisis de variancia dio un valor de F (2, 63)=254.69, y una p<0.05, lo que indica
gue hay diferencias significativas entre las medias de los ovocitos entre los meses.
Esto fue reafirmado con la prueba de Tukey.

e Pocilloporaverrucosa

También presentaron diferencias entre los tamafios medios del diametro teorico de
los ovocitos. Al iniciar la gametogénesis los ovocitos midieron de 10 a 43 pm con
una media de 24.8 pum. Al mes siguiente los ovocitos median de 10 pm a 61 um. Y
en septiembre se encontraron ovocitos de 66-85 um. (Figura 20).
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Figura 20. Medidas del diametro tedrico de los ovocitos encontrados durante el
periodo reproductivo de Pocillopora verrucosa. El rectangulo mayor contiene del 25
al 75 % de los datos y el rectangulo pequefio representa la media de los datos en

cada mes.

La prueba de Kruskal Wallis indicd que existen diferencias significativas (H=67.57,
p<0.05) entre los tamafios encontrados cada mes. La prueba de Tukey revel6 que
las diferencias significativas se dan entre los meses mas alejados, es decir al iniciar

la gametogénesis (junio) y al final del periodo reproductivo (septiembre).
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e Distribucién temporal de los estadios

El andlisis cuantitativo de la frecuencia de los estadios indicd lo siguiente: en
Pocillopora meandrina, ovocitos en estadio | se observaron de mayo a julio. En junio
algunos ovocitos ya se encontraron en estadio Il. Y a partir de julio comenzaron
aparecer ovocitos en estadio lll. De julio a septiembre los ovocitos ya se
encontraban en estadio Il y algunos en estadio 1V. Mientras que en octubre solo se
encontraron cuatro ovocitos en estadio Il. (Figura 21)
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Figura 21. Distribucion temporal de los estadios en Pocillopora meandrina durante

el periodo de estudio.
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En Pocillopora verrucosa los ovocitos en estadio | fueron los mas abundantes
durante junio, no obstante la presencia de ovocitos en estadio Il también fue
registrada, y estos fueron observados hasta el final del ciclo reproductivo
(septiembre). Los ovocitos en estadio Il fueron observados de julio a septiembre,

mientras que muy pocos ovocitos en estadio IV fueron vistos en septiembre (Figura
22).
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Figura 22. Periodicidad de los estadios en Pocillopora verrucosa durante un ciclo
anual.
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e RELACION DE LOS LIPIDOS CON EL CICLO GAMETOGENICO

En la Figura 23 se aprecia como el pélipo acumula lipidos antes de la aparicion de
gonadas (febrero a abril). La gametogénesis en Pocillopora verrucosa inicié cuando
el 70% de su tejido contenia lipidos, y un 90% en el caso de Pocillopora meandrina.
Una vez terminada la temporada reproductiva los corales comienzan a incrementar
paulatinamente las reservas de lipidos para la siguiente temporada reproductiva
(figura 23).
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Figura 23. Distribucion temporal de los lipidos en los pélipos de Pocillopora

meandrina (P.m) y Pocillopora verrucosa (P.v) y su relacién con la gametogénesis.
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e RELACION DEL CICLO REPRODUCTIVO CON LA VARIABLES
AMBIENTALES.

Se relacion6 el porcentaje de colonias con actividad reproductiva con los factores
ambientales (Anexo 4). La correlacion del porcentaje de colonias con la cantidad de
sedimento no fue significativa, aunque se observa que la tasa de sedimentacion fue

mas baja durante el periodo reproductivo.

Los valores de luz fotosintéticamente activa (PAR) y los valores de Clorofila
amuestran una tendencia relacionada con la produccion de gametos. Sin embargo
la correlacion no fue significativa. A continuacion solo se describen las correlaciones

que fueron significativas.

El porcentaje de colonias con actividad reproductivas tuvo una correlacion positiva
con la temperatura en Pocillopora meandrina (r> =0.621 y P=0.02). Estos resultados
nos indican que el 62% de las colonias presentd actividad reproductiva al
incrementarse la temperatura. Sin embargo, esta misma correlacion no fue

significativa para P. verrucosa. (Figura 24).
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Figura 24. Distribucion temporal del periodo reproductivo de ambas especies y su

relacion con la temperatura superficial del mar.
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La cantidad de colonias con gametos y cantidad de energia solar emitida fue

significativa para ambas especies de coral. En el caso de Pocillopora meandrina el

valor de r? fue de 0.79 con una P = 0.001, y en P. verrucosa la r? fue de 0.74y P =

0.004.
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Figura 25. Representacion del periodo reproductivo de ambas especies y su

relacion con la cantidad de energia solar.
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DISCUSION

e Estructura histoloégica y generalidades.

El desarrollo de la gobnada en ambas especies, como una extension del mesenterio,
donde cada pélipo puede llegar a desarrollar un maximo de doce goénadas y la
proporcién de estas suele ser uno a uno cuando alcanzan la madurez es similar a
lo descrito para Pocillopora verrucosa en el Mar Rojo y Republica de las Malvides
(Fadlallah, 1985; Sier, 1994). Un resultado similar también informaron Ser (1994) y
Hirose et al. (2000). No obstante se observé que Pocillopora verrucosa puede
desarrollar ambas génadas en un mismo mesenterio tal como lo ha reportado Kinzie
(1993).

Nosotros encontramos que cada pélipo desarrolla en promedio cinco génadas en el
caso de P. meandrinay de 3 a 4 génadas en P. verrucosa. Los ovarios desarrollan
ovocitos con multiplos de tres con un méaximo de 18 en P. meandrina y un maximo
de 15 para P. verrucosa. Otros estudios en P. meandrina no hacen mencion a
resultados similares. En cambio en P. verrucosa la cantidad de gbénadas y ovocitos
por polipo que cuantificamos es mayor a lo reportado por Hirose et al. (2000), quien
en 1996 encontré que esta especie produce de 3 a 5 génadas por polipo y en
promedio ocho ovocitos por génada; en 1999 este mismo autor reporté que cada
pélipo contenia en promedio dos gbnadas, pero produjeron una mayor cantidad de
ovocitos, con un maximo de catorce. Sin embargo nuestros resultados muestran un
namero menor de ovocitos que lo reportado por Kinzie (1993), quien informd un

maximo de veinticuatro ovocitos por ovario.
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e Gametogénesis

La informacién generada acerca del ciclo reproductivo de ambas especies fue
obtenida de la punta de las ramas de cada colonia. Sin embargo, Kinzie (1993)
menciona no haber encontrado desarrollo de génadas en polipos localizados en las
punta de las ramas de P. verrucosa en Okinawa, Japon.

En Bahia de La Paz P. meandrina y P. verrucosa se reproducen una vez al afio de
manera sexual, utilizando como estrategia el hermafroditismo simultaneo; de
acuerdo con Harrison (1985), el 68% de los corales escleractinios emplean también
esta estrategia. Fiene-Severns (1998) y Riddle (2008) reportaron esta estrategia en
P. meandrina en Hawaii. En el caso de P. verrucosa varios autores ya lo habian
reportado, entre ellos Glynn et al. (1991) y Fadlallah (1985) en el Mar Rojo. Kinzie
(1993) observé la misma estrategia reproductiva en los corales de las islas de
Okinawa, mientras que Ser et al. (1994) lo reportaron para los corales de las
Malvides, y Kruger y Schleyer (1998) informaron resultados similares para los

corales de KwaZulu-Natal al sureste de africa.

La hipotesis de que el desove pudo haberse realizado en agosto, en las dos
especies estudiadas, no concuerda con lo reportado por Fiene-Severns (1998) y
con Riddle (2008) para P. meandrina. Fiene-Severns (1998), observo el desove de
gametos de esta especie de coral en las costas de Hawaii durante un periodo de
siete afios (1991-1998) reportando que el desove se da cinco dias después de la
luna llena durante la primavera (abril y mayo). Este autor también reportd la
presencia de entre once y veintiln planulas durante todo el afio, encontrando una
mayor cantidad de octubre a diciembre. Mientras que Riddle (2008) menciona que

el desove se lleva a cabo durante mayo y junio en las primaras horas del dia.

El periodo de gametogenesis en P. verrucosa abarcd de junio a septiembre,
encontrando solo gametos, concordando con lo informado por Fadlallah (1985),
Kinzie (1993), Ser et al. (1994), Five-Server (1998), y Kruger y Schleyer (1998)
quienes solo encontraron evidencia de gametos. No obstante la temporalidad de la
etapa de gametogénesis fue distinta; Fadlallah (1985) hizo mencion de que esta
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especie en el Mar Rojo tiene un periodo de gametogenesis durante la primavera en
los meses de marzo a abril, y que el desove fue realizado durante la luna nueva de
mayo y la primer semana de junio, mientras que Sier et al. (1994) observaron el
desove en marzo y abril en 1991 en la Republica de las Malvides. Por otra parte,
Kinzie (1993) observé que el desove ocurrié durante mayo y junio y de uno a seis
dias después de la luna nueva. Contrariamente Kruger y Schleyer (1998) lo
reportan de octubre a enero, mientras que Hirose et al. (2000) lo observaron durante

la luna nueva de julio en 1998.

No fueron encontradas planulas a pesar de que se muestrearon colonias
considerabas como maduras (diametro superior 30 cm). Estos resultados no
concuerdan con Stimson (1978) quien menciona encontré planulas en colonias
desde 6 cm de didmetro durante junio y julio. Schleyer y Loya (1995) también

reportaron haber encontrado entre 3 a 5 planulas en julio y agosto de 1981 y 1982.

La ausencia de planulas en ambas especies puede ser explicada bajo el criterio de
Steiner y Cortés (1996) quienes afirmaron que la anatomia del esperma indica la
estrategia empleada. Si las células masculinas presentan cabeza en forma de bala,
puede ser un indicio de que la especie presenta fecundacion interna. Esta
caracteristica no fue observada en las células masculinas, lo cual puede deberse
solo a la técnica empleada. No obstante en base a la literatura podemos inferir que
ambas especies en nuestras costas, asi como aparentemente en todo el Pacifico
oriental hay desove de gametos al medio y no fecundacion interna, como ha sido

registrado en otros continentes.

En cuanto al tamafio del diametro tedrico maximo de los ovocitos nosotros
obtuvimos una media de 80 um y un méximo de 116 um en Pocillopora meandrina,
en Pocillopora verrucosa en promedio 76 um y un maximo de 85 pum. En Pocillopora
verrucosa nuestras medidas son superiores a lo encontrado por Sier (1994), quien
obtuvo una media de 53.5 um, cuando los ovocitos se encontraron maduros. No
obstante los ovocitos presentaron menor tamafo si los comparamos con Kinzer
(1993) quien obtuvo diametros de 100 um y 150 um aun sin la presencia de las

zooxantelas. Fadlallah (1985) report6é ovocitos con un tamafio maximo de 148 umy
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Kruger y Schleyer (1998) reportaron ovocitos con promedios de 149 um, y una
desviacion estandar de 25 pum. El tamafio de los ovocitos que los autores anteriores
han reportado incrementa la incertidumbre de que el desove pudo haberse llevado
a cabo en agosto o los gametos se encontraban en un proceso de reabsorcion. Esto
nos hace sospechar que los ovocitos clasificados como maduros y en demas
estadios primarios no se encontraban listos para ser expulsados al medio, o bien el
tamafo de los ovocitos solo es un reflejo de las condiciones ambientales a las que

estan expuestas las colonias y estas varian de acuerdo a la localidad.

e Comparacién con trabajos del Pacifico Oriental

La presencia de gametos maduros en julio y septiembre en P. verrucosa es similar
a lo reportado por Glynn et al. (1991), quienes observaron una alta incidencia de
gametos maduros en agosto y septiembre. No hay otros reportes para esta especie

en todo el Pacifico oriental.

Si comparamos los resultados de las especies estudiadas con el ciclo reproductivo
de Pocillopora damicornis en el Pacifico Mexicano, encontramos que no todas las
colonias muestreadas presentaron evidencia de gametos a pesar de que fueron
etiquetadas tomando en cuenta algunos criterios que nos garantizaran eran colonias
maduras para la reproduccion sexual. Esto difiere con lo que reportan Rodriguez
Troncoso (2004), quien indica que todas las colonias de P. damicornis presentaron
gametos. Por otra parte nuestras colonias presentaron cierta tendencia producir
primero los gametos femeninos, pudiendo encontrar pélipos con solo ovarios o con
espermarios. Esto contrasta con lo reportado por Rodriguez Troncoso (2004), quien
menciona que las colonias de P. damicornis en las costas de Oaxaca presentaron
mayor numero de gonadas con gametos masculinos y que no fue observada la
presencia de polipos solo con ovarios. Este mismo autor también menciona haber
encontrado un maximo de 15 ovocitos, lo cual es similar a lo que se encontré en P.
verrucosa, pero no en P. meandrina quien produjo un maximo de 18 ovocitos por

gonada. El periodo de reproduccion de P. meandrina inicia a la par de P. damicornis
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pero termina un mes después, en cambio la gametogénesis de P. verrucosa inicia
un mes después de P. damicornis y terminan al mismo tiempo, a pesar de habitar

en distintas localidades (Rodriguez Troncoso, 2004).

En nuestro estudio el periodo de gametogénesis fue ligeramente mas corto que lo
reportado por Glynn et al. (1991) y Chavez-Romo (2007), quienes mecionaron
haber encontrado evidencia de reproduccion sexual de julio a noviembre. A pesar
de que el trabajo de Chévez-Romo (2007) fue realizado casi en el mismo sitio que
el presente trabajo, nuestros resultados no fueron similares, por lo que

probablemente las condiciones ambientales fueron diferentes.

La presencia de gamteos maduros eocntrada en este estudio es un acontecimiento
gue poco se ha documentado, con excepcion de lo encontrado por Chavez-Romo 'y
Reyes Bonilla (2007), esto es un punto favorable ya que otros estudios realizados
en Nayarit por Carpizo-ltuarte et al. (2011) o Rodriguez-Troncoso, (2011) no

econtraron evidencia de gametos maduros en Pocillopora damicornis.

e Relacion de los lipidos con el ciclo reproductivo

En ambas especies los valores de lipidos mas altos fueron encontrados durante la
primavera y el invierno. Esto permiti6 que durante el verano y otofio, los lipidos
fueran empleados en la produccion de génadas y gametos. Probablemente las
condiciones ambientales fueron favorables para que los corales emplearan la
reproduccion sexual. De acuerdo con Davies (1984), en condiciones normales,
usualmente el simbionte provee de mas del 90% de sus requerimientos energéticos
diarios al hospedero, recursos que se utilizan principalmente para la respiracion, el
excedente de energia es almacenada en forma de lipidos. De esta manera, el
organismo mantiene productos energéticos que son utilizados en los periodos
donde las condiciones del medio ambiente no son las idoneas (Fitt et al., 2000;
Baird et al.,, 2009) o bien durante el periodo reproductivo. No obstante, Stimson

(1987), plantea que los lipidos presentan fluctuaciones estacionales, donde los
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valores mas bajos suelen presentarse en invierno y los mas altos en verano, esta

periodicidad es opuesta a lo encontrado en el presente estudio.

Algunos autores como Okut et al. (2003), mencionan que valores altos de lipidos
durante el verano estan relacionados con una mayor actividad fotosintética debido
a valores altos de luz. A pesar de que nosotros obtuvimos niveles de energia solar
mas altos durante el verano, los niveles de lipidos no se encuentran relacionados

con esta variable.

Nuestros valores altos de lipidos durante el invierno y primavera concuerdan con lo
reportado por Stimson (1978) y Fitt et al. (2000) han reportado que los niveles mas
altos de zooxantelas y concentraciones de clorofila a, se presentan durante la
temporada fria. Por lo que durante este periodo el coral tiene mayor posibilidad de
incrementar sus reservas energéticas. Esta informacidén coincide con nuestros
resultados, nuestros valores de clorofila a mas altos fueron registrados durante el

invierno y primavera.

Hernandez-Urraca (2010), determind la cantidad de lipidos de Pocillopora
damicornis en Bahia de Huatulco, Guerrero, encontrd valores que oscilan entre el
25 y 43%, esto es inferior a nuestros valores maximos obtenidos un 90% en
Pocillopora meandrina y un 70% en Pocillopora verrucosa, estas diferencias pueden
ser explicadas por las condiciones ambientales distintas que prevalecen en cada
localidad.

e Relacion del evento reproductivo con las variables ambientales

La reproduccidon de estos corales (scleractinios) esta mediada por factores
enddgenos y exogenos, los primeros se basan en sefales proporcionadas por los
sistemas endocrinos y/o neuroendocrinos (cambios hormonales), mientras que el
segundo se refieren a los cambios en las condiciones ambientales (Giese y Pearse,
1974) dichos factores pueden actuar solos o en combinacion (Harrison y Wallace,
1990; Glynn et al., 1994; 1996; Vizcaino-Ochoa, 2003).
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En este estudio el periodo de gametogénesis de ambos corales solo tuvo una
correlacion significativa con la energia solar y la temperatura superficial del mar. La
correlacion de la energia solar obtuvo un valor mas alto (r>= 0.79 y P = 0.001 en
Pocillopora meandrina y r>= 0.74 y P = 0.004 en Pocillopora verrucosa), que la
temperatura superficial del mar (r? de 0.621 y P = 0.02 en Pocillopora meandrina).
La correlacion con la temperatura ya habia sido reportada en algunos otros trabajos
que estudiaron ciclo reproductivo en especies del género (Glynn et al., 1991 y
Vizcaino-Ochoa, 2003).

El alto valor de la correlacion de la energia solar con el ciclo reproductivo puede ser
facilmente explicado si pensamos que la intensidad luminica esta ligada al proceso
fotosintético de Symbiodinium, por lo cual el coral recibe la mayor parte de los
nutrientes (Glynn 1996). Seguramente esto se encuentra relacionado con la tasa de
sedimentacion en el sitio, aparentemente baja, lo que no interfiere en los procesos
biolégicos del coral. Cabe mencionar que aunque la correlacién del ciclo con la tasa
de sedimentacion no fue estadisticamente significativa si se aprecia una correlacion
negativa entre las variables, esto es, a mayor tasa de sedimentacion menor
actividad gametogénica. Lo anterior puede ser reafirmado si partimos de la
informacion que Richmond (1987) y Fabricius (2005), quienes mencionan que las
tasas altas de sedimentacion disminuyen la intensidad luminica y por ende la
produccion de nutrientes producidos mediante fotosintesis, estos son
indispensables para que el coral crezca, se desarrolle y reproduzca de manera

exitosa.
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Nosotros observamos que la gametogénesis se presentd a una temperatura
promedio mensual de 23 a 28 °C en Pocillopora meandrina y de 24 a 30 °C en
Pocillopora verrucosa. Lo anterior difiere con lo reportado en Fadlallah (1985) para
Pocillopora verrucosa quien relaciond la gametogénesis de esta especie con un
rango de temperatura de 26 a 29 °C. Sin embargo nuestros resultados tienen mayor
similitud con lo informado por Chavez-Romo (2007), quien estudio a Pocillopora
damicornis muy cerca de area de estudio del presente trabajo, e hizo mencion de

gue la gametogénesis comienza a una temperatura superior a los 24 °C.
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l. CONCLUSIONES

Ambas especies son hermafroditas debido a que presentan desarrollo de

gonadas femeninas y masculinas las cuales maduran simultaneamente.

Los corales liberan solo gametos a la columna de agua para su fertilizacion

ya que no se encontr6 evidencia de embriones o planulas desarrolladas.

La gametogénesis en Pocillopora meandrina ocurre durante un periodo de
seis meses que abarca desde la primavera al otofio (mayo-octubre).
Mientras que en Pocillopora verrucosa la gametogénesis durdé solo cuatro

meses (junio-septiembre).

El desarrollo de los gametos es asincrénico, es decir que podemos observar

ovocitos en diferentes estadios dentro de una misma gonada.

Las reservas en forma de lipidos son empleadas durante la gametogénesis
en ambas especies. Ya que la cantidad de lipidos en el polipo disminuyo

hasta un 40% durante el proceso.
Los factores ambientales que mas influencia tuvieron con el ciclo

reproductivo fueron la energia solar recibida y la temperatura superficial del

mar.
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ANEXOS
Anexo |. Formula de solucion Davidson
La preparacion del fijador lleva acabo mezclando las siguientes sustancias:
Por cada litro.

e 330 ml de alcohol etilico al 96%
e 220 ml de formol al 100%
e 115 ml de acido acético glacial

e 335 ml de agua destilada

Anexo Il. Técnica de Tincion de Hematoxilina de Mayer/Floxina-Eosina de Humason
(1979)

1. Desparafinacion: e Lavado en agua — 10 min.

e Hemo-De o Xilol por 15 ¢ Floxina/Eosina — 5 min.

min ( Repetir 3 veces)
2. Hidratacion.

e EtOH al 100% 5 min ) y
4. Deshidratacion

e EtOH al 95% 5 min. _
e FEtOH al 95% 5 minEtOH al

e EtOH al 80% -5 min 100% 5 min

e EtOH al 50% 5 min. 5. Aclaramiento:

e Agua destilada por 10 min. e Hemo-De 5 min ( Repetir 2
(Cambiar el agua por cada veces)
lavada)

3. Tincién:

Hematoxilina 15 min.






Anexo lll. Caracteristicas de gametos en el género Pocillopora en sus diferentes

estadios propuesta por Glynn et al. (1991).

OVOGENESIS ESPERMATOGENESIS

I 10-20  Células intersticiales con nucleos 4 No se reconoce la
alargados y muy poco migracion de las células
citoplasma. Se encuentran en el intersticiales

endodermo de los mesenterios o

en la mesogléa

1 40-80 Los ovocitos con ndcleo muy Mas numerosos que en
evidente. estadios anteriores,

nacleos muy pequefios

que se tifien de

magenta.




Anexo IV. Caracteristicas de los gametos de Pocillopora damicornis Vizcaino
Ochoa (2003).

Estadios Caracteristicas Meses Observaciones

Ovogénesis Células con nlcleos mayo, junio, julio En los ovocitos de
) y y julio 1l este estadio fue
Estadio Il i . .
nucléolos visibles (< comun observar
60 pm), atresias.
membranas

bien definidas y
gran cantidad de

vacuolas lipidicas

Ovogénesis No fue posible

) observar gametos
Estadio IV )
en este estadio.

Espermatogénesis Células agrupadas  junio y julio Il

Estadio Il en el espermario,




con nucleos

pequefio

Espermatogénesis No fue posible
Estadio IV observar gametos
en

este estadio




Anexo V. Valor promedio mensual de los factores ambientales.

Mes Temperatura Sedimento Energia Solar PAR CLA

Recibida

Febrero 19°C 1097 W/m? 46.847 1.461

Abril 22°C 1194 W/m? 57.074 0.838

Junio 24°C 03g9 1230 W/m? 56.143 0.953

Agosto 26°C 06¢g 1136 W/m? 48.962 0.254

Octubre 28°C 18¢9 873 W/m? 33.422 0.324

Diciembre 21°C 319 833 W/m? 33.695 1.027

Febrero 21°C 069 961 W/m?2
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