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RESUMEN

Los arrecifes coralinos son considerados uno de los ecosistemas mas diversos y
productivos del planeta, pues albergan el 70 % de la biodiversidad marina y los
corales escleractinios son sus componentes mas importantes. Estos son,
organismos considerados como los verdaderos constructores de arrecife debido a
su estructura de carbonato de calcio. Son organismos coloniales compuestos de
unidades funcionales llamadas pdlipos, los cuales llevan a cabo la reproduccion
gue puede ser asexual o sexual. La reproduccion sexual consta de una secuencia
de eventos relacionados, como la gametogénesis, la liberacion de gametos, la
fertilizacion y embriogénesis, cada uno de los cuales puede ser modificado de
manera individual por seleccion natural, como estrés luego de un disturbio natural
y antropogeénico. Aunque a nivel mundial se han incrementado los estudios acerca
de la reproduccion en corales, para Colombia y especialmente para isla fuerte no
hay reportes de estudios importantes por lo menos de los ultimos 10 afios. Con el
objetivo de evaluar el estado reproductivo de los corales escleractinios M.
annularis, S. sidérea y D. strigosa en lIsla Fuerte, Bolivar se colectaron 3-5
muestras del centro y borde de la colonia de estas especies en los meses de
Agosto-Septiembre de 2011 y Abril-Julio de 2012. Se conservaron en formol al
10%, se hizo tratamiento para obtencion de tejido. Posteriormente se realizd
observacion directa y montajes histologicos, para la descripcion de la
gametogénesis y calcular fecundidad (544 oocitos/cm? para M.annularis y 69
Oocitos/cm? para D. strigosa para el mes de julio, para S. siderea no se realizaron

estos calculos, porque no se encontré oocitos en las muestras estudiadas.



1. INTRODUCCION

Los arrecifes coralinos son considerados uno de los ecosistemas mas diversos y
productivos del planeta, pues albergan el 70 % de la biodiversidad marina (Hoegh-
Guldberg et al. 2007). Estos ecosistemas proporcionan alimento, refugio y
condiciones apropiadas para otros organismos que pueden ser visitantes
temporales o permanentes. Algunos de sus componentes principales son los
corales escleractinios, organismos considerados como los verdaderos
constructores de arrecife debido a su estructura de carbonato de calcio que
contribuye a la formacién del suelo marino (Buddemeier et al. 2004); son
organismos coloniales compuestos de unidades funcionales llamadas polipos,
donde se lleva a cabo la reproduccion; los polipos tienen la capacidad de tener

reproduccion sexual y asexual (Harrison y Wallace 1990).

La reproduccion es el proceso por medio del cual los individuos contribuyen a la
persistencia de la especie (Szmant et al. 1991) y a la formacion de nuevos
individuos que ayudan al crecimiento poblacional (Levinton 1995). Dentro de cada
especie, aquellos individuos con mayor éxito reproductivo tendran un rol mas

importante en el futuro de la especie (Szmant et al. 1991).

La reproduccién asexual comprende de manera general, el crecimiento de un
nuevo individuo a partir de otro previamente establecido; es decir, se establecen
individuos genéticamente iguales en diferentes lugares del arrecife (Bertness et al.
2001), dando lugar a una nueva colonia o bien, corales solitarios (Harrison y

Wallace 1990). Dentro de la reproduccion asexual se encuentran la fragmentacion,



la fision, la expulsion de pdlipos, la disociacién y la produccién de planulas
provenientes de gametos femeninos (Cairns 1988, Richmond 1987, Stoddart 1983,
Ward 1992). De estos la fision y fragmentacién parecen ser las formas mas
comunes de reproduccion asexual en escleractinios; la fragmentacion es el tipo de
reproduccion asexual mas comun, pero sobre todo en organismos ramificados
(Bertness et al. 2001). La fisién es el tipo de reproduccién asexual por medio del
cual un pdlipo da lugar a otro pdlipo, se ha registrado cominmente en corales
escleractinios (Cairns 1988); para colonias masivas la fisién es el mecanismo que
se presenta para inducir a un crecimiento horizontal de las colonias (DeVantier y

Endean 1989)

La reproduccion sexual consiste de una secuencia de eventos relacionados, como
la gametogénesis, la liberacibn de gametos o larvas, la fertilizacion vy
embriogénesis, cada uno de los cuales puede ser modificado de manera individual
por seleccion natural (Szmant 1986). La gametogénesis es el proceso mediante el
cual se da la formacién de gametos masculinos y femeninos, y se ha visto, que
uno de los factores ambientales mas importantes para llevar a cabo este proceso
es la temperatura, por ello, la gametogénesis se da durante la temporada célida
(Fadlallah 1983). La fecundidad se puede definir como el numero de
gametos/génada/pdlipo/cm?. En algunos estudios, autores como Szmant (1991),
Soong (1991) y Van Veghel y Kahman (1994) demuestran que en colonias de
mayor tamafio hay mayor fecundidad.

La sincronizacion, frecuencia, duracion, intensidad y distribucion espacial de cada

uno de estos eventos determina si la reproduccién tiene o no éxito (Szmant 1986).



De acuerdo a la disposicién de gametos en las colonias y los polipos, los corales
se clasifican en:

-Hermafroditas, los gametos femeninos y masculinos se producen en una misma
colonia, ya sea en el mismo mesenterio de un polipo o bien en diferentes pélipos

dentro de la misma colonia (Richmond y Hunter 1990).

-Gonocoricos, producen un solo tipo de gametos por pélipo o colonia (Harrison y
Wallace 1990). En la naturaleza, se ha encontrado que algunas colonias pueden
tener un comportamiento combinado a lo largo de su vida, por lo que se clasifican
como hermafroditas y gonocoricos simultaneamente (Glynn et al. 1991). De una
revision de 444 escleractinios se registré que 12 presentan comportamiento
combinado; para el Caribe se conoce que Porites astreoides, P. brighami, Agaricia
agaricites, A. humilis pueden presentar este tipo de comportamiento (Harrison

2011)

Dentro de los corales escleractinios la mayoria de las especies presentan
fertilizacion externa (liberadores), pero algunos tienen fertilizacion interna

(incubadores) (Fadlallah 1983, Harrison y Wallace 1990).

Las estructuras reproductivas no se encuentran de manera permanente, sino que
tienen un desarrollo ciclico que puede ser mensual o anual, dependiendo de la
especie y de las caracteristicas ambientales de la localidad donde se encuentren
(Glynn et al. 1991, Ward 1992). Sin embargo se ha reportado que a nivel de
familia los patrones de reproduccion son homogéneos (con algunas excepciones;

Harrison 1985). Se ha encontrado que la temperatura es la condicion ambiental



mas importante, ya que el aumento de ésta dispara la formacién de génadas;
ademas, deben existir otras caracteristicas como la penetracion de la luz y
disponibilidad de alimento (Richmond 1987, Glynn et al. 1991, Harrison y Wallace
1991, Bertness et al. 2001). Para el caso de los organismos desovadores, los
ciclos lunares y de marea son los que inducen la liberacion de gametos (Tanner

1996).

Tanto el estrés ambiental como el fisico pueden reducir la fecundidad de pélipos
(numero de gametos por area o polipo) debido a la gran cantidad de recursos
energeéticos necesarios para la reproduccion (Villinsky 2003, Szmant 1986). Se ha
reportado que muchas especies de coral producen menor niumero de gonadas o
huevos en polipos limitados energéticamente o estresados, como por ejemplo,
aquellos que estan en los margenes de las colonias o cerca de heridas (Szmant
1991, Soong y Lang 1992), colonias en ambientes muy eutroficos, con descargas
elevadas de sedimentos (Tomascik y Sander 1987, Van Veghel y Kahmann 1994),
expuestos a altas temperaturas, reduccion de luz ultravioleta, mareas bajas (Jokiel
1985), asi como competencia intra (Rinkevich y Loya 1985) e interespecifica

(Szmant 1991, Tanner 1995).

La realizacion del siguiente estudio tuvo como objetivo evaluar la gametogénesis
de los corales escleractinios, Montastrea annularis, Siderastrea sidérea y Diploria

strigosa en Isla Fuerte, Bolivar; contribuir al estudio de los corales en Colombia.



2. ANTECEDENTES

Sobre la reproduccion de escleractinios, el fendbmeno mejor conocido es el desove
masivo, el cual se ha estudiado en muchos sitios tanto en el Pacifico como en el
Atlantico (Szmant et al. 1985, Fan y Dai 1998); asi, en la actualidad hay
informacion de cerca del 30% de las especies hoy dia validas. Asi por ejemplo de
las 91 especies de Faviidae reconocidas en la regién del Indo-Pacifico, sélo la
informacion de 40 especies es conocida (Harriot 1983, Harrison y Wallace 1990) y
de 17 especies para esta misma familia en la region del Caribe, no mas de ocho

especies han sido estudiadas (Szmant 1986, Soong 1991, Acosta y Zea 1997).

Wallace (1988) elaboré uno de los primeros estudios con el género Acropora
identificando la forma y localizaciéon de las gonadas masculinas y femeninas.
Logré medir el tiempo aproximado de maduracion para cada una de éstas, y
concluyd que las gonadas femeninas comienzan primero su periodo de

maduracion debido a que es mas largo que para las génadas masculinas.

Szmant-Froelich et al. (1985) realizaron una descripcion general de las
caracteristicas que presentan las gonadas de los polipos de coral conforme van
madurando hasta llegar al punto en que sus gametos son viables para la
reproduccion, a partir de la especie Favia fragum en Puerto Rico. En este caso, la
clasificacion se basa en una descripcion de cuatro estadios gonadicos, en donde
el primero es el mas inmaduro, y va progresivamente hasta el cuarto estadio en
donde el pdlipo ya tiene capacidad de reproducirse sexualmente; este esquema se

aplica para la mayoria de las especies de coral que se han estudiado.



En Colombia son pocos los estudios sobre reproduccion en corales (Alvarado et
al. 2004, Alvarado y Acosta 2009). En Isla Grande-Cartagena (Islas del Rosario)
se estudié la reproduccién sexual de Diploria labyrinthiformis donde se encontré
gue es una especie con ciclo gametogénico anual y con liberacion de gametos en
julio (Alvarado et al. 2004). La reproduccion sexual de la especie de coral
Montastraea cavernosa fue estudiada en Santa Marta, Caribe Colombiano, entre
octubre de 1990 y octubre de 1991 y se describi6 como una especie gonocdrica,
liberadora, con un ciclo gametogénico anual, este ciclo se inici6 en junio y la
cantidad de tejido reproductivo incremento en ambos sexos a partir de julio, en
asociacion con un aumento de la temperatura del agua de mar y una disminucion
en el fotoperiodo. Al igual que en otras localidades del Caribe, el desove se
produjo después de la luna llena entre agosto y septiembre. Sin embargo, hubo
cierta evidencia de un episodio de desove después de la luna llena del mes de
octubre, posiblemente asociado a un retraso en la aparicion de un maximo de
temperatura del agua de mar, en las localidades cercanas al ecuador en

comparacion con las latitudes mas altas (Acosta 'y Zea 1996).

Otro estudio realizado en las Islas del Rosario fue con Montastraea annularis y
Montastraea faveolata, dos especies hermafroditas liberadoras que se encuentran
entre los mas importantes corales de arrecife del Caribe. El desove de las dos
especies se observd en 1997, 6 y 7 dias después de la luna llena, de agosto a
octubre en M. faveolata, y de septiembre a octubre en M. annularis. Durante tres
diferentes noches en las que se observé desove masivo, incluyendo el mayor

evento en septiembre (aproximadamente el 90% de todas las colonias generado),



estas especies fueron sincronicas y el desove comenzo a 2,5 horas después de la
puesta de sol (40-50 minutos de intervalo de tiempo). Ademas, se observé desove

una vez en octubre de 1998.

En otro estudio se determind el ciclo gametogénico, fecundidad y fertilidad de
Montastraea annularis en el arrecife de isla Grande, archipiélago de Nuestra
Sefiora del Rosario, uno de los arrecifes mas degradados del Caribe colombiano.
Entre septiembre de 2003 y septiembre de 2004, se tomaron muestras de tejido y
se elaboraron placas histolégicas para detallar el desarrollo de oocitos y
espermarios y se cuantifico la fecundidad. Adicionalmente, se recolectaron huevos
liberados in situ (Alvarado y Acosta 2009). Los resultados indicaron que la
00geénesis ocurre entre mayo y septiembre, y la espermatogénesis entre julio y
septiembre. La fertilidad fue baja asi como la fecundidad, la presencia de los

paguetes espermaticos también fue escasa.

Por otro lado, estudios previos de escleractinios sugieren que varios factores
ambientales (como temperatura, cantidad de luz, competencia, etc) juegan un
papel importante en la determinacion de las fechas de reproduccion y el desove
(Harrison et al. 1984, Shlesinger y Loya 1985, Kojis 1986, Richmond y Hunter
1990, Fan y Dai 1998); ademas, algunos autores plantean que las actividades
reproductivas de algunos corales pueden ser consideradas como una adaptacion
a los entornos locales (Babcock et al. 1986, 1994). Esta variacion esta relacionada

con la latitud (Tabla 1).



Tabla 1. Datos reproductivos de Montastraea annularis, Diploria strigosa y Siderastrea
siderea de norte a sur en zonas del Caribe

Familia Taxa Sexo/Reproduccion Gametogénesis Localidad Tlempq ’de
liberacion
Bonaire 7 dias después
de luna llena
(de Graaf et de anosto
al. 1999) 1096 g
Hermafrodita/liberadora ( )
Diploria (Szmant 1986, Richmond y gzb;i(z;l;re Puerto Rico | 7 dias después
strigosa Hunter 1990, Soong 1991, P Steiner. de luna llena
(Wyers 1985)
Steiner 1995) 1995) de agosto
(1987)
Panama Agosto-
(Soong Septiembre
1991) (1987-1988)
) Bermuda 6-8 dias
Faviidae (Wyers et .
después de
al. 1991)
luna llena de
Agosto (1986)
Hermafrodita/liberadora -
) Puerto Rico | 1 semana
Montastraea | (SZmant 1986; Richmond y Mayo- Szmant después  de
annularis Hunter 1990; Soong 1991, Septiembre 1991) luna llena de
Steiner 1995) (Alvarado 2009) Agosto y
Septiembre
(1983-1984)
Panama Aqost
(Soong Sgos_ 0 b
1991) eptiembre
(1987-1988)
Puerto Rico .
s Julio-
Gonocorica/liberadora (Szmant Septiembre
Siderastrea Ri Marzo- 1986) (1984-1985)
Siderastreidae siderea (Szmant 1986; Richmond y Noviembre
Hunter 1990; Soong 1991) (Soong 1991) Panama Agosto-
(Szmant 1986) Septiembre
Soong 1991) (1987-1988)

La informacién sobre la reproduccion de las especies incluidas en este estudio es
como se describe a continuacion. Diploria strigosa es hermafrodita liberadora de
gametos y el desove se produce por la noche (Szmant 1986); parece ser
desencadenado por temperaturas estacionales, y es mas afinado a ciertas fases

lunares. Los estudios indican que la temporada de desove de D. strigosa se



produce por un corto tiempo a mediados de agosto (Szmant 1986). Las
temperaturas para la fertilizacién son entre 25-29°C y si las temperaturas superan
los 30°C durante un periodo prolongado comienzan a ocurrir problemas de

desarrollo larval (Bassim y Sammarco 2003).

Montastraea annularis es un coral hermatipico dominante en arrecifes desde
hace millones de afios (Pandolfi et al. 2002). Los estudios de la biologia
reproductiva realizados en el Caribe indican que esta especie es hermafrodita,
liberadora de gametos y que presenta un ciclo gametogénico anual, cuya duracion
oscila entre cinco y seis meses (mayo-septiembre/octubre; Szmant 1986, Soong
1991, Van Veghel y Kahman 1994). Los gametos maduros son liberados entre
agosto y octubre, seis y siete dias después de luna llena (Szmant 1986, 1991,

Soong 1991, Van Veghel 1994, Steiner 1995, Sanchez et al. 1999).

Siderastrea siderea es una especie gonocoérica, liberadora con ciclo
gametogénico anual. La liberacion de gametos se da entre julio, agosto y
septiembre, donde se ha visto que al igual que muchas otras especies este evento
estd asociado con periodos lunares (Szmant 1986, Richmond y Hunter 1990,

Soong 1991).

10



3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

3.1 Planteamiento del problema

Los arrecifes coralinos son ecosistemas muy diversos, que proveen una gran
cantidad de bienes y servicios a poblaciones costeras; los corales escleractinios
son uno de sus principales componentes y el éxito de su reproduccion puede ser
determinante en el futuro de este ecosistema. Se ha registrado que la
reproduccion sexual de los corales esta influenciada por la temperatura,
penetracion de luz, disponibilidad de alimento, ciclos lunares y/o ciclos de marea

entre otros, y cualquier alteracion en estos puede reducir la fecundidad.

Aunqgue a nivel mundial, se han incrementado los estudios en arrecifes coralinos
enfocados a la reproduccion de corales escleractinios, en Colombia, los trabajos
se han orientado principalmente hacia la descripcion la estructura de comunidades
coralinas, al estudio de la competencia por espacio entre corales y algas, asi como
a la descripcion de las comunidades de peces asociadas a estos ecosistemas
marinos, en tanto que se ha estudiado la reproduccion sexual solo de unas
cuantas especies de coral para unos pocos sitios del Caribe colombiano. Por ello,
conocer la gametogénesis en corales de Isla fuerte permitira ampliar el
conocimiento sobre una parte del ciclo de reproduccion de especies de corales

gue son importantes formadores de arrecife en el Caribe colombiano.
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3.2 Preguntas de investigacion
¢ Cudles son las fechas en que se presenta el proceso de gametogénesis para

las 3 especies de coral incluidas en este estudio?

* ¢ Hay alguna diferencia en cuanto a la gametogénesis para las tres especies de

coral de Isla Fuerte respecto a otros zonas del Caribe?

4. HIPOTESIS

» Si el ciclo de gametogénesis de las especies estudiadas es similar para las
diferentes regiones del Caribe, entonces las especies incluidas en este estudio

deberan presentar oocitos y espermarios entre Abril-Septiembre.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Evaluar la gametogénesis y fecundidad de los corales escleractinios Montastraea
annularis, Siderastrea sidérea y Diploria strigosa, durante los meses de Agosto-

Septiembre de 2011, Abril y Julio de 2012, en Isla Fuerte, Bolivar, Colombia.

5.2 Objetivos especificos
-Evaluar la fecundidad por medio de la presencia o ausencia de gametos, asi
como el n° de gametos por area en las especies Montastraea annularis,

Siderastrea sidérea y Diploria strigosa.
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-Describir la gametogénesis (estadios) para las tres especies de coral de Isla

Fuerte mediante técnicas histoldgicas.

-Comparar los resultados del ciclo de gametogénesis y la fecundidad obtenidos
para Isla Fuerte con otras areas coralinas de Colombia y de resto del Caribe, asi

como entre especies.

6. METODOLOGIA

6.1 Area de estudio

Isla fuerte es una pequefia isla apartada del archipiélago de San Bernardo a una
distancia de 11 Km del continente, frente a las costas del departamento de
Coérdoba, en el sur del Caribe colombiano. Sin embargo, perteneciente al
municipio de Cartagena. Esta ubicada al sur del golfo de Morrosquillo (9°23'N
76°11'W, Fig. 1) con una extensién de 3km? y una temperatura de 28°C, hace
parte de la cadena de islas conformada por las islas del Rosario, San Bernardo y
Tortuguilla. La isla esta rodeada hacia el oeste por una plataforma de coral, con
profundidades que van hasta los 30m y varias formaciones coralinas a lo largo de
la costa norte. Es una formacion calcarea con una elevacion maxima de 12 my un

area emergida de 2,9 km? (Diaz et al. 1996).
Los muestreos se llevaron a cabo en sectores conocidos como:

-Los venados: arrecife que presenta buena transparencia en Agosto, poca

corriente, abundante coral ramificado de los géneros Acropora y Porites, presencia

13



de algas reducida. Aparentemente es una antigua barrera arrecifal; en Septiembre

presenta turbidez por efecto de lluvias.

-El Ingles: parte frontal de la barrera arrecifal, mayor transparencia y mayor

movimiento de agua, menos cantidad de algas.

-Mazatlan: arrecife tipo parche, con mayor presencia de algas y mas turbidez,

abundante presencia de Siderastrea. Con profundidades de 2-3m

-Mar_abierto: arrecife muy cerca de la costa, presenta mayor turbidez, mayor

cantidad de algas y coral muy superficial, con profundidades de 1-2m

-El socorro: arrecife tipo parche, con buena presencia de Octocorales, parches de
arena, poca presencia de algas, corrientes reducidas y poca turbidez, alcanza

profundidades de 3-4m, lo que facilita el muestreo a pulmaon libre.
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Fig.1. Ubicacion de sitios de muestreo en Isla Fuerte-Caribe colombiano. Mapa elaborado por

Edgar Estrada.
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6.2 Trabajo de campo

6.2.1 Obtencion de muestras
Se tomaron muestras bioldgicas en los meses de Agosto y Septiembre de 2011 y
Abril y Julio de 2012, mediante buceo auténomo y pulmén libre cuando fue
posible, a profundidades entre 2 y 10m. Se extrajeron fragmentos del centro de las
colonias con un tamafio de 2x2cm aproximadamente y 1.5mm de profundidad (con
cincel y martillo) de 3-5 colonias que alcanzaron una talla promedio de 100cm?.

Las muestras se fijaron en formol al 10%.

6.3 Trabajo de laboratorio
6.3.1 Tratamiento para conservacion de muestras

Las muestras se extrajeron del formol, se enjuagaron y colocaron en solucion
Zenker durante 18h. (Por cada litro de agua de mar filtrada diluir 25 g de dicromato
de potasio, 50 g de cloruro mercurico, 10 g de sulfato de sodio y 50 ml de acido
acético glacial), con el objetivo de que el tejido quedara mas resistente y se
perdiera poco al momento de la decalcificacion. Retiramos los fragmentos de coral
de la solucion Zenker y enjuagamos con agua corriente hasta que dejo de

precipitarse material o colorearse el agua (aproximadamente 24 h).

6.3.2 Decalcificacion
El siguiente paso es la decalcificacién del esqueleto coralino. Para ello, colocamos
los fragmentos en &cido clorhidrico al 10% y una solucién amortiguadora (por cada
litro de solucion, 0.7 g de EDTA, 0.0008 g de potasio sédico tetrahidratado y 0.14

g de sodio tartrado). Se retiraron los fragmentos de la solucion cuando dejo de
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formarse burbujas y el tejido quedo completamente libre de carbonato
(aproximadamente 12-48 h). fue necesario variar en cuanto a tiempos el protocolo,
ademds, fue necesario remover manualmente algunos restos de esqueleto
calcareo de las muestras, debido a la demora que presentaron algunos
fragmentos en perder todo su carbonato de calcio. El tejido libre de carbonato se

conservo en alcohol etilico al 70% hasta el momento de la observacion.

6.3.3 Observacion directa de muestras
Una vez decalcificado el tejido se obtuvo una muestra de aproximadamente un
cm? para hacer las siguientes observaciones: Se cont6 el nimero de pélipos (M.
annularis y S. Siderea) 6 nimero de peristomios (D. strigosa) por cm?, nimero de
mesenterios por polipo; para cada polipo se registrara la presencia/ausencia de
gonadas, n° de mesenterios/polipo, n° de gonadas/podlipo, n° de huevos por

gonada, n° maximo de génadas por padlipo.

6.3.4 Montaje de muestras histoldgicas
Posteriormente se llevo a cabo la deshidratacién del tejido coralino: usando un
Histoquinet por medio de un tren de alcoholes (70 %. 80 %. 90 %. 100 %) y al final
se sumergid en hemo-de (sustituto de Xilol). Después, luego se embebid la
muestra en paraplast, procurando siempre colocar al menos 5 mm de tejido (Glynn

et al. 1991).

Se realizaron los cortes del tejido coralino con un micrétomo de rotacion manual,

colocando los bloques de parafina con el tejido incluido y se obtuvo entre 2
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preparaciones por colonia, para cada preparacion de 3-5 cortes transversales y
longitudinales con un grosor de 7-8 um por muestra (entre un corte y otro dejar

“240 pym). Fijar los cortes a un portaobjetos con albumina y glicerol (50-50).

Posteriormente llevd a cabo la tinciéon, para hacer la diferenciacion de las
estructuras de cada pdlipo, usando azul de toluidina (Anexo 1, Rodriguez 2004,
Alvarado et al. 2004) con el cual se consigue una preparacion donde se observan
muy bien los ndcleos, nucléolos, tejido espermiario, ademas, es una tincion rapida

y demostrativa.

Después de concluir con la tincién de las estructuras reproductivas, se realizaron
observaciones con ayuda de un microscopio para describir el estadio de desarrollo

de las génadas (oocitos y espermiarios).

6.4 Analisis estadistico

Para las tres especies de coral estudiadas se tomé un cm? de cada muestra
(borde y centro), de las cuales se revisaron 10 pdlipos para determinar presencia o
ausencias de gametos, y para obtener los datos necesarios para calcular la

fecundidad (# de gametos/gonada/pélipo/cm?) mediante la observacion directa.

La literatura muestra que las tres especies evaluadas presentan un solo ciclo
reproductivo por afio. El analisis se realizo por separado en cuanto al borde y

centro de la colonia, en las dos especies donde se encontraron 0ocitos.
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6. RESULTADOS

Las colonias muestreadas, tenian un tamafio aproximado o mayor a 100cm?, solo
en el caso de S. siderea se tomaron algunos monticulos pequefios debido a la
complejidad para extraer un fragmento con cincel y matrtillo.

Gracias a las observaciones de tejido en fresco se pudo obtener el nimero

promedio de pédlipos/cm?, el nimero de mesenterios/cm? entre otros. Tabla 2.

Tabla 2. Datos obtenidos con observacion directa de cada una de las tres especies
estudiadas, comparando entre centro y borde de la colonia para el mes de Julio.

Especie # Polipos/cm’ | #Mesenterios/cm” | #Gonadas/cm” | #Oocitos/Gonada
centro | borde | centro | borde [centro borde | centro borde
M.annularis | 12.1 12 145.1 141.6 | 93.8 8.4 5.8 4.3
D.strigosa | 6.7 7.2 11.8 13.6 >15 >17 4.6 4
S.siderea 17.7 16.7 342.3 348.7 No se encontré oocitos en las muestras

7.1 GAMETOGENESIS

La gametogénesis fue descrita con los cortes longitudinales de los montajes
histolégicos para la especies Montastraea annularis y Diploria strigosa, se pudo
describir oogénesis en estas dos especies, mientras que para Siderastrea siderea
no fue posible porque no se encontraron oocitos. Se encontré para estas dos
especies oocitos en diferentes estadios de madurez en un mismo saco gonadal,

también se evidencio la presencia de tejido espermario en las tres especies.
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Montastraea annularis

Oogénesis (Fig. 2)

Se identificaron oocitos en las muestras de agosto, septiembre y julio, por que en
los montajes histolégicos no se evidencié gbnadas para el mes de abril. En cada
uno de los meses revisados se encontrd oocitos en diferentes estadios en una

misma gonada (Fig.3A,C).

Estadio I. En este estadio no se evidenciaron oocitos, por ello no hay descripcion.

Estadio Il (Fig. 2A,B). Oocitos rodeados por mesoglea, se observan granulos,
inicio de vitelogénesis, presencia de nucleo en posicion central, membrana gruesa,

alcanzando un tamafio aproximado de 50.

Estadio Il (Fig. 2A,3A,B). Oocitos con membrana bien definida y mayor
apariencia granular, nucleo y nucléolo en posicion central, oocitos en promedio

con 200u de diametro.

Estadio IV (Fig. 2C,D). Oocitos maduros, nucleo y nucléolo en posicion lateral o
migrando a los lados, membrana vitelina separada de la mesoglea, nucleo con

apariencia quebradiza, oocitos de mayor tamafio.
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Figura 2. Oogénesis de Montastraea annularis. A) oocito (1) en estadio lll, oocito (2,3) en
estadio I, con nucleo. Diametro aprox. Oocito (2) 107.5 y. B) Oocitos en estadio |l.
Didmetro aprox. 50u. C) Oocitos en estadio IV, didmetro Oocito (2) aprox. 130u. D)
oocitos en estadio IV migrando a los lados. N (ndcleo), Fm (filamento mesentérico), Ov
(oocito). (A,B,C,D-40x)



Espermatogénesis (Fig. 3)

El tejido espermario en la mayoria de los casos se encontr6 en una misma
gonada con los oocitos; de igual manera, se encontré diferentes estadios de

madurez.

Estadio |. No se observo tejido espermario en este estadio.

Estadio Il. (Fig. 3C,D). Se observa espermario con apariencia mas densa y

rodeados por una membrana, no se diferencian bien los espermatozoides.

Estadio Ill. (Fig. 3A,B,C,D). Muchos espermatocitos desplazandose a la periferia

del saco, se distinguen espermatozoides, espermario con apariencia quebradiza.

Estadio IV. Muchos espermatozoides agrupados en la periferia, no se alcanzan a
ver las colas, se forma un espacio en el centro del espermario, (no se obtuvo

imagen de este estadio).

21



Figura 3. Espermatogénesis de Montastraea annularis. A) Oocitos (1,2 y 3) en estadio lll,
con didmetro aprox. 200,130y y 105u respectivamente. Tejido espermario (1,2) en
estadio lll, con diAmetro aprox. 77.5u y 52.5u. (40x). B) tejido espermario en estadio lll, se
observan algunos nucleos de espermatozoides. Didmetro aprox. 77.5u. C) Tejido
espermario en estadio Il y Ill, con didmetros aprox. 78u. Oocitos en estadio Il 'y I1l. 175p.
40x. D) tejido espermario en estadio Il y Illl. 100y de didmetro aprox. S (tejido

espermario), N (nucleo), Ov (oocito).
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Diploria strigosa

Se observaron oocitos en los meses de abril y julio en diferentes estadios de
desarrollo en una misma gonada, ademas, se observo tejido espermario

sobrepuesto en los oocitos, lo que dificulto un poco su caracterizacion.

Oogénesis (Fig. 4)

Estadio I. No se observé oocitos en este estadio

Estadio Il (Fig. 4B). Oocitos pequeiios con formas mas redondeada, con
membrana gruesa, inicio de granulacion, se observaron en abril, con 47.5u de

diametro (40x)

Estadio lll. (Fig. 4C,D). Oocitos de mayor tamafo y con formas mas elongadas o
irregulares, presencia de nudcleo y nucléolo en posicion central, membrana mas
delgada, se observan en abril y julio, alcanzando un tamafio promedio de 260u

(40x) de diametro.

Estadio IV. (Fig. 4A,B). Oocitos maduros, se observan en julio, con nucleo y
nucléolo en la periferia del oocito, gran cantidad de vitelo, aspecto granular, con

mayor tamafio. Aprox. 150u de diametro en promedio.
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Figura 4. Oogenesis de Diploria strigosa. A) Oocitos con nucleo y nucléolo, estadio 1V,
didmetro aprox.77.54,1104,80u y 127.5u respectivamente. Diametro ndcleo 32.5u, 37.5u
y 36. B) oocito (2 y 3) maduros (estadio IV), presentan nulcleo definido y nucléolo hacia
la periferia. Con 125u,2151,187.5u de diametro. Para los nucleos 102.5u,75u. C) oocito
en estadio Ill, con nicleo bien definido y con 365.5u de didmetro. D) Oocito (1) en estadio
I, (2 y 3) en estadio lll, con nucleo definido y central. Se observa filamento mesentérico.

Fm (filamento mesentérico), N (nucleo), Nu (nucléolo), Ov (oocito)
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Espermatogénesis (Fig.5)

Estadio |. No es posible caracterizar este estadio

Estadio Il. (Fig. 5B,C). Se observan material citoplasméatico muy denso,
espermatogonias rodeadas por una membrana gruesa, no se diferencian bien los

espermatozoides.

Estadio Ill. (Fig. 5A,C). Espermatocitos iniciando el desplazamiento hacia la
periferia dejandose un espacio en el centro del espermario; diametro aprox. del

espermario 67.5u

Estadio IV. No se tuvo una observacion clara de este estadio, por lo tanto no se

describe
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Figura 5. Espermatogenesis de Diploria strigosa. A) Tejido espermario en estadio 1l y I,

oocito en estadio I, con ndcleo y nucléolo viajando a la periferia, con 195u de didmetro
(40x). B) oocito inmaduro en estadio ll, tejido espermario en estadio Il. C) oocito (1)
maduro (IV) con ndcleo bien definido, 215y de didmetro y 72.5u diametro del nucleo,
tejido espermario en estadio Il sobrepuesto en el oocito con 77.5u de didmetro; oocito (2)
en estadio Ill. D) oocito en estadio lll, tejido espermario sobrepuesto en el oocito. (40x). S
(tejido espermario), Fm (filamento mesentérico), Nu (nucléolo), N (ndcleo), Ov (oocito).
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Siderastrea siderea

No fue posible la descripcion de la oogénesis, por la falta de oocitos en las
muestras obtenidas, mientras que el tejido espermario se observo en diferentes
etapas de desarrollo, pero el tejido (aparentemente mas blando en comparacion a
las otras dos especies de coral estudiadas), dificulto los montajes histologicos y

posteriores cortes longitudinales.

Espermatogénesis (Fig. 6)

El tejido espermario, presentaba un tamafio mucho menor a las estructuras
reproductoras encontradas en las otras dos especies, por lo tanto la descripcion

no es tan detallada.

Estadio I. No se observo tejido espermario en este estadio

Estadio Il. (Fig.6D). Se observan espermatogonias muy densas y agrupadas,

rodeadas por una membrana poco definida.

Estadio Ill. (Fig. 6A,B,C,D). Muchos espermatocitos desplazandose a la periferia,
membrana bien definida, se observan algunas colas y algunos espermatozoides

con nucleo.

Estadio IV. (Fig. 6B,C,D). Muchos espermatozoides agrupados en la periferia, se
ven las colas dirigidas hacia el centro, se forma un espacio en el centro del
espermario, en algunos casos se observa como un desplazamiento de material

espermatico fuera de la génada.
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Estadio V. (Fig. 6C,D). Este estadio muestra los espermatozoides en la periferia,

dejando un espacio en el centro, se observan claramente los flagelos.

Figura 6. Espermatogénesis de Siderastrea siderea. A), B), C) y D) muestran tejido

espermario en estadios Il (A y D) en estadio Il (A,B,C,D) y en estadio IV (C y D), se

observan los flagelos de los espermatozoides. F (flagelo), S (tejido espermario).



7.2 FECUNDIDAD

M. annularis, presentdé en promedio 12 pdlipos para borde y 12.1 para centro de
la colonia, de este cm? se encontré un promedio de 7.8 sacos gonadicos por
pélipo y con 5.8 oocitos por saco, lo que corresponde a 93.8 sacos/cm® y 544
oocitos/cm?, para muestras del mes de Julio del centro de la colonia, mientras que
para el borde de la colonia en promedio hubo 0.7 sacos gonédicos por polipoy 4.3
oocito por saco, lo que seria 8.4 sacos/cm?® y 36.12 oocitos/cm?; para el mes de
Abril, tanto borde y centro, no presentaron sacos con gonadas; para Septiembre
se observo gonadas en una muestra correspondiente al centro de la colonia y para
Agosto, la fecundidad obtenida tanto para borde y centro fue menor en
comparacion con el mes de Julio. Figura 7. (Ay B)

Para D. strigosa, se revisé todo el cm?, y se promedio el N° de peristomios y el N°
de oocitos encontrados, y se obtuvo un promedio de 6.7 peristomios/cm? para el
centro de la colonia y de 7.2 para el borde. Con mas de 15 sacos gonadicos/cm? y
4.6 oocitos por saco, es decir, 69 oocitos/cm? para el centro de la colonia y mas de
17 sacos/cm? y 4 oocitos/saco, en el borde de la colonia lo que equivale a 68
oocitos/cm?, durante el mes de Julio. Para los meses de Septiembre y Agosto no
se encontré sacos con huevos y para Abril, la fecundidad fue, mas de 12 sacos
gonadicos/cm? y 4.6 oocitos por saco, siendo 55.2 oocitos/cm?, en centro de la

colonia, para el borde no se encontré génadas. Figura 7. (C y D).

La fecundidad fue calculada solo con tejido femenino (oocitos) debido a que el

tejido espermiario no es posible cuantificarlo bajo observacion directa, es decir,
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solo se evidencid su presencia con la observacion histologica de las muestras en

cortes longitudinales y transversales.

Nota: se realizé un muestreo adicional para Siderastrea siderea en el mes de
noviembre 2012, pero no se obtuvo resultado diferente a los anteriores, no se
encontraron 0ocitos, por eso no se realizan célculos de fecundidad y no hay

descripcién de la oogenesis para esta especie.
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Figura 7. A) y B). Fecundidad para M. annularis, C) y D) Fecundidad para D. strigosa. Se
observan las diferencias entre el borde y centro de la colonia, ademas, diferencia entre los

meses de muestreo y entre especies. (# oocitos/cm? vs zona de la colonia)
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7. DISCUSION

En este estudio se revisaron algunas caracteristicas reproductivas de tres
especies coralinas muy representativas para Isla Fuerte y para el Caribe en
general (Montastraea annularis, Diploria strigosa y Siderastrea siderea). Las
diferencias en cuanto a la posicién de los pdlipos en la colonia fueron evidentes y
apoya lo planteado por varios autores, comprobandose asi, que en una colonia
coralina, la posicién de los pdlipos es importante al momento de hablar de
reproduccion. Varios trabajos (Harrison y Wallace 1990, Szmant 1991, Soong y
Lang 1992, Sakai 1998); han mencionado que aun en colonias grandes la
fecundidad de pdlipos en o cerca de los margenes se reduce significativamente,
debido a que los polipos marginales usualmente exhiben gemacion extratentacular
y los pdlipos resultantes son inicialmente inmaduros, en tanto que los pdlipos no
marginales exhiben gemacion intratentacular. Lo anterior sugiere que los polipos
tienen diferentes funciones de acuerdo a su ubicacion en una colonia; los pdlipos
externos contribuyen a la defensa y expansion de la colonia, en tanto que los
internos tienen funcion reproductiva (Soong y lang 1992, Sakai 1998). Del mismo
modo, el tamafio de la colonia (Szmant 1986, Harrison y Wallace 1990, Sakai

1998), también determina la eficiencia o madurez reproductiva de los corales.

Harrison y Wallace (1990) observaron que colonias de Acropora alcanzaban su
madurez sexual 3 afios después del asentamiento de la larva, y que tras alcanzar
la madurez sexual la fecundidad se incrementa con el tamafio, con mayor nimero

de pdlipos gravidos (Hall y Hughes 1996). Asi mismo, colonias de Montastraea
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annularis menores a 100 cm? tuvieron pocas gonadas (disminucidén experimental)
0 ausencia de gonadas (Szmant 1986). Sin embargo, algunos autores plantean
que es el tamafo del polipo lo que limita la reproduccion, entre ellos podemos
mencionar: Harriott (1983) encontré que para 4 especies de coral de la familia
musidae el tamafio del pdlipo mas que el tamafo de la colonia es lo que limita la
produccién de génadas. Por otro lado, Van Veghel y Kahmann (1994) encontraron
que la fertilidad de M. annularis fue menor de 40% para polipos pequefios (<1.5
mm) y se incremento con el diametro del pdlipo. (Harriot 1983, Sakai 1998). Para
nuestro estudio podemos decir que estas condiciones se presentaban, es decir, el
tamafio de las colonias muestreadas fueron mayor a 100 cm?, el tamafio promedio
de los podlipos fue; profundidad: 3.7mm, 4.8mm y 5.2mm para M.annularis, D.
strigosa y S. siderea, respectivamente y 2.5mm y 2.6mm de ancho para
M.annularis y S.siderea. En cuanto que la posicion de los polipos si se observo

diferencias en todos estos aspectos entre polipos del borde y centro de la colonia.

Las caracteristica encontradas para la gametogénesis de M. annularis y D.
strigosa, son similares a las descritas por Alvarado y acosta 2009. De acuerdo a
la literatura, la fecha en la que comienza la gametogénesis para M. annularis
(Mayo) y el mes de muestreo mas cercano (Abril) puede ser una de las razones
por las cuales no se encontr6 gametos, ya que esta muy cerca del inicio de la
gametogénesis y las estructuras reproductoras, si se encontraban, eran de un
tamafio y forma dificiles de diferenciar. Para D. strigosa, la cual inicia su

gametogénesis en Febrero (Soong 1991), si fue posible observar estructuras
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reproductoras para el inicio del muestreo (Abril), sin embargo, no se observaron
estructuras reproductoras para los meses de Agosto y Septiembre, para los cuales
esta reportado el desove masivo, por ello, podemos confirmar que las fechas de
liberacion de gametos varian segun las regiones o que posiblemente la revision de
material (nUmero de muestras y/o réplicas) no fue suficiente para evidenciar estas
estructuras reproductoras cercanas a su liberacién. Ademas, cabe decir que estas
estructuras pudieron ser observadas directamente pero en el material de histologia

no quedaron plasmadas.

El mes en el que mayor fecundidad se observé fue Julio (544 y 69 oocitos/cm?
para el centro de la colonia) y coincide para las dos especies que presentaron
gonadas, esto respalda lo encontrado en la literatura (Szmant 1986, Wyers et al
1991, Soong 1991), acerca de la fecha de liberacion que es entre Julio y
Septiembre.

Se encontr6 hasta 18 sacos gonadicos/polipo con oocitos (2-10) en diferentes
estados de madurez, para M. annularis (Ver anexo Il) y 22 génadas/cm? con
oocitos (5-10) para D.strigosa. El numero promedio de huevos por mesenterio en
D. strigosa fue similar a lo reportado por Soong (1991) para esta especie en
Panama (4-10 huevos/mesenterio) y con diferencias en cuanto al numero
promedio de huevos/mesenterio, para M. annularis (6,5 huevos/mesenterio) en
Curazao (Van Veghel 1994). La presencia de gametos en diferentes estadios de
madurez nos permite decir que la liberacion de gametos puede ser regulada y que

solo hasta el momento de la liberacion masiva no se expulsan todos los gametos.
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En comparacion con el estudio realizado por Alvarado 2009 el cual obtuvo una
fecundidad promedio de 11 huevos/cm?, para M. annularis en un arrecife
degradado en isla grande, podemos considerar que el arrecife estudiado (Isla
Fuerte) se encuentra mejor conservado, debido a que la tasa de fecundidad es
mayor, aun en comparacion con el arrecife de Curazao estudiado por Veghel y
Kahman (1994) el cual obtuvo una fecundidad de 102 huevos/cm?para la misma
especie

Por otra parte, la alta tasa fecundidad que se encontrd, indica que la poblacion de
estas especies permanecera, debido a que se estan produciendo organismos
nuevos, los cuales pueden reemplazar a aquellos que presenten mas deterioro y
estén mas vulnerables a los efectos del cambio en las condiciones ambientales
gue se pueden producir, en gran parte por el cambio climatico, aumento de
enfermedades, cambio de salinidad, temperatura entre otros, sin mencionar la

actividad antropogenica que aumenta cada dia en estos ecosistemas

Para el caso de S. siderea, en la cual no se encontrd oocitos, consideramos que
por su condicion de gonocdérico, las colonias muestreadas eran masculinas y que
posiblemente los sitios muestreados sean lugares de asentamiento para esta
especie, y no, donde se lleve a cabo la reproducciéon. Faltaria realizar mas
muestreos y ampliar el area de estudio para asi, poder dar mas validez a lo dicho

anteriormente
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9. CONCLUSION

-La evaluaciéon de la fecundidad por medio de la presencia de gametos, fue
posible solo para M. annularis y D. strigosa, con un promedio de 544 oocitos/cm?y

69 oocitos/cm? respectivamente.

-La gametogénesis se describe para las tres especies, en ninguna se observo
estadio |, y con dificultad se describe espermatogénesis en D. strigosa, ausencia

de oocitos en S.siderea.

-No se encontraron diferencias en cuanto a los ciclos de gametogénesis y fechas
de mayor fecundidad en comparacion a otras zonas del Caribe y de igual manera

entre especies.

-Las especies coralinas estudiadas, son las mas representativas en arrecifes de
Isla Fuerte y requieren de un seguimiento adecuado que permita estimar el estado

de los arrecifes en esta zona del Caribe Colombiano.

10. RECOMENDACIONES

Para lograr resultados mas precisos es recomendable realizar un muestreo por
cada mes del afio, para asi poder observar las caracteristicas de cada uno de los

estadios de desarrollo y poder completar las descripciones de la gametogénesis.
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Se recomienda modificar el protocolo (tiempos de exposicion o0 sustancias
guimicas usadas, asi como las concentraciones o cantidades de reactivos) para la
obtencion del tejido coralino de S. siderea, la cual presenta aparentemente un
tejido mas delicado y un esqueleto calcareo mas duro y se dificulta la

manipulacion de estas muestras.

En estudios futuros recomendamos tener en cuenta parametros fisicos y/o
ambientales para ampliar la discusién y establecer relaciones entre los organismos

y las condiciones de su ambiente.
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12. ANEXOS

Anexo |. Técnica histologica para la preservacion y tincion de las colonias de
Montastrea annularis, Siderastrea sidérea y Diploria strigosa. (Mallory

Heindenhain’s).

1. Eliminar la parafina e hidratar la muestra por ambos lados para de esta manera

remover el HgCI2.

2. Sumergir en alcohol anilina (1.0 de aceite de anilina en 1000 ml de alcohol

etilico 90%) durante 45 minutos.

3. Sumergir en alcohol acido (1.0 ml de acido acético glacial en 100.0 ml de

alcohol etilico 90%) durante dos minutos

4. Fijar en azocarmin (1.0 g de azocarmin, 1.0 ml de acido acético glacial en 100.0
ml de agua destilada) a una temperatura 6ptima de 56°C durante una hora y

media.
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5. Enjuague en agua destilada.

6. Diferenciar en alcohol anilina.

7. Tratar con alcohol &cido (1.0 ml de &cido acético glacial en 100.0 ml de alcohol

etilico 90%) durante dos minutos.

8. Transferir a acido fosfotungsténico (5.0 g de acido fosfotungsténico en 100 ml

de agua destilada) durante tres horas.

9. Enjuagar con agua destilada.

10. Fijar en la solucién de anilina azul (0.5 g de anilina azul, 2.0 g de naranja G,
2.0 g de acido oxalico, 100.0 ml de agua destilada 'y 1 ml de acido fosfotungsténico

al 5%) durante dos horas.

11. Enjuagar en agua destilada.

12. Tratar con acido fosfotungsténico durante cinco minutos.

13. Enjuagar con agua destilada

14. Aclarar con agua acidulada (1 ml de acido acético glacial en 100 ml de agua

destilada) durante diez minutos.

15. Aclarar con alcohol 70% durante dos minutos.

16. Deshidratar con la serie de alcoholes. Comenzando con alcohol al 10% y

terminando con alcohol al 95-100%.
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17. Montaje Montar la muestra sobre el porta objetos con Balsamo de Canada,
colocar el cubre objetos evitando que entren burbujas de aire. En el caso de que el
balsamo salga del espacio de la muestra, este puede ser retirado con un poco de

Xilol.
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Anexo Il. Imagenes obtenidas bajo observacion directa, evidenciando la presencia
de oocitos en dos de las tres especies estudiadas, ademas, otras ilustraciones de

observacion histoldgica.

Figura 8. Imagenes de Montastraea annularis. A) Sacos con gdnadas en un mismo
polipo, diferentes mesenterios y en diferentes estadios de desarrollo. B) Corte transversal
de un polipo, se observan oocitos, se diferencia los mesenterios. C) Tejido en fresco, se
aprecian los polipos, sus tentaculos y boca. D) Saco con gonadas en fresco. Go (génada),

Ov (oocitos), M (mesenterio), S (espermario), Fm (filamento mesentérico), N (ndcleo).
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Figura 9. Imagenes de Diploria strigosa (E,G,H) y M. annularis.(F). E) Oocito maduro, con
nacleo en un extremo. F) Corte longitudinal, se observan sacos con oocitos y
espermarios, se diferencian los mesenterios. G) Go6nada con gametos, adherida al
filamento mesentérico. H) Tejido en fresco, se observan los peristomios, tentaculos y la
formacion de valles. P (peristomios), T (tentaculos), Go (gonada), Fm (filamento

mesentérico), M (mesenterio), Ov (oocito), N (nucleo).
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Figura 10. Otras ilustraciones. 1) Gonadas de M. annularis en fresco. J) Oocito de M.

annularis en estadio IV. K) oocitos de M. annularis. L) oocito y espermario de D.strigosa.
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Figura 11. Imagenes de Siderastrea sidérea. M) Corte transversal donde se pueden
observar estructuras de reproduccion masculinas y los mesenterios, ademas se observa
la gastrodermis. N) tejido en fresco, disposicion de pélipos. O) Tejido espermario en
estadio V, zooxantelas. P) espermario en estadios Ill, IV, V. 40x. Z (Zooxantelas), S

(Tejido espermario), G (cavidad Gastrica).

49



Figura 12. Q) Oocito y espermario de D.strigosa ambos en estadio lll. R) oocito de
D.strigosa. S) espermario de S. siderea. T) oocitos de D. strigosa en corte longitudinal.
40x
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