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RESUMEN

Pocillopora damicornis es una especie de coral dominante en los arrecifes del
Pacifico oriental. No obstante, los estudios concernientes a la biologia de la
especie son escasos. En el presente estudio se obtuvo una perspectiva general
de las fluctuaciones anuales (2010-2012) de las concentraciones tisulares de
clorofila a (CTchl a), clorofila ¢ (CTchl ¢) y lipidos (CTI) ademéas del porcentaje de
colonias con actividad reproductiva (%CAR) en cuatro arrecifes de la costa de
Oaxaca. Después del tratamiento pertinente al tejido, se extrajo la clorofila con
acetona al 90%, los lipidos con cloroformo-metanol y se ejecutaron las técnicas
histolégicas de rutina | y Il para evaluar la condicién reproductiva. A partir de
imagenes satelitales se obtuvieron los valores de temperatura superficial del mar
(TSM); radiacion fotosintéticamente activa (PARo); y coeficiente de atenuacion
difusa (CADa4g0) como indicador de la turbidez. El fotoperiodo se estimé como la
diferencia entre las horas aparentes del amanecer y atardecer. Se ejecutd una
descomposicion espectral Census Il de las series temporales de todas las
variables analizadas. Se elabor6 una matriz de correlacion entre variables
biologicas vs variables ambientales con los componentes estacionales de las
series. Los valores méas altos de TSM, PARo y fotoperiodo se presentaron
durante los meses de abril a agosto y los mayores valores del CADasgo se
obtuvieron durante los meses de diciembre a febrero. Los mayores valores de la
CTchl a se registraron en el periodo octubre-diciembre mientras que en el caso
de la CTchl c los valores oscilaron pronunciadamente durante todo el afio,
siendo ligeramente mayores de mayo a diciembre. Los valores promedio mas
elevados de la concentracion tisular de lipidos en las colonias del area de
estudio se presentaron de julio a noviembre y se observé una disminucion de
forma oscilante durante el resto del afio. La actividad reproductiva se encontrd
directamente correlacionada con la TSM (0.85), fotoperiodo (0.92) y PAR (0.44) y
resultd inversamente correlacionada con el CADago (-0.84). Dichas correlaciones
podrian ser resultado de a) la influencia que el ambiente ejerce en la fisiologia de
las colonias a través del efecto que dichas variables tienen en el presupuesto
energético de las colonias o b) a mecanismos de sincronizacion ambiental que
garanticen condiciones adecuadas de supervivencia a las larvas. Del resto de las
variables biolégicas unicamente la CTchl a presentd una correlacion significativa
con la PAR (-0.48). Los cambios estacionales de las variables ambientales
analizadas, o de algunas otras cercanamente relacionadas, podrian inducir
cambios en el tipo de alimentacion dominante de las colonias (autétrofo vs
heterétrofo), lo que a su vez tendria repercusiones en la actividad metabdlica y
reproductiva de las colonias. Para poder identificar dichas asociaciones es
importante mejorar la resolucién en tiempo y espacio del monitoreo de variables
biologicas y ambientales.
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1. Introduccién

Un arrecife es una estructura viva que se mantiene a si misma al nivel medio del
mar por la calcificacion biogénica de una variedad de taxa (Atkinson 2011). Los
arrecifes coralinos son aquéllos en los que los corales pétreos proporcionan la
mayoria de la estructura del habitat del arrecife. Estos ecosistemas se
caracterizan por ser altamente biodiversos y productivos, ademas de ser
importantes para la sociedad debido a los bienes y servicios que proporcionan
(Richmond 1997, Aramburu-Vizcarra et al. 2008).

El crecimiento esqueletal, la reproduccion, respiracion y excrecion de los
corales escleractinios son procesos fisioldgicos que demandan una gran
cantidad de energia. Para poder satisfacer dicha demanda, los corales utilizan
dos fuentes principales de energia, la que proviene de los fotosintatos que les
proveen algas simbidticas de la familia Symbiodiniaceae que se localizan en la
gastrodermis de su tejido (Palardy et al. 2005, Ferrier-Pages et al. 2011, Camp et
al. 2020) y la que se deriva de la ingestion de plancton y otras particulas. En
condiciones ideales de irradiancia y temperatura, el aporte de fotosintatos de las
algas (glicerol, azucares, acidos organicos, amino acidos, lipidos y acidos grasos
poliinsaturados) satisface la mayoria de los requerimientos nutricionales de su
hospedero (Muscatine 1990, Veron 1995, Titlyanov y Titilyanova 2002, Venn et
al. 2008) pero, a través de la alimentacion heterétrofa, obtienen el nitrogeno,
fosforo y otros nutrientes que no son proporcionados por los fotosintatos
translocados del simbionte (Ferrier-Pages et al. 2011). En los ultimos afios se ha

elucidado y entendido que los corales poseen un microbioma que, ademas de



las microalgas, incluye bacterias, arqueas, hongos y virus, formando un sistema
complejo denominado holobionte. EI microbioma tiene gran influencia en el
mantenimiento de la homeostasis entre los corales y las microalgas y es sensible
a los cambios ambientales (Peixoto et al. 2017, Zhang et al. 2021).

Ademas del crecimiento esqueletal, la reproduccion de los corales
constructores de arrecifes o hermatipicos, es uno de los procesos criticos de los
cuales depende la persistencia de dichos arrecifes (Richmond 1997). En general,
estos animales son capaces de reproducirse tanto asexual como sexualmente
(Gleason y Hofmann 2011). La reproduccion asexual esta destinada
principalmente al crecimiento colonial mediante la gemacién o fisibn de los
individuos o poélipos, mientras que la reproduccidn sexual involucra la produccion
de gametos, su fertilizacion y el desarrollo de una larva planula que usualmente
es plancténica (Harrison y Wallace 1990, Richmond 1997, Veron 2000).

En la actualidad, los arrecifes coralinos enfrentan grandes amenazas
derivadas de la actividad antropogénica mundial (e.g. aumento de temperatura y
acidificacion del océano). En consecuencia, un numero considerable de
esfuerzos de investigacion se han enfocado a la caracterizacion de los efectos
gue estas presiones tienen sobre la biologia de los corales escleractinios. Sin
embargo, se ha detectado que hay carencias significativas en el conocimiento de
la respuesta que estos organismos tienen a las variaciones naturales del
ambiente (Hochberg et al. 2006). Bajo este contexto, el presente estudio
pretende identificar la influencia que tienen algunos factores ambientales sobre

la concentracion tisular de algunos metabolitos y de la actividad reproductiva



sexual del coral escleractinio Pocillopora damicornis en cuatro comunidades

arrecifales de la costa de Oaxaca.

2. Antecedentes

Debido a la importancia que tiene la reproduccion de los corales escleractinios
en la permanencia de los arrecifes que construyen, es uno de los aspectos de su
biologia que mayor atencion ha recibido. En el caso particular del coral P.
damicornis los estudios acerca de su reproduccion iniciaron hace casi un siglo en
la Gran Barrera Arrecifal (e.g. Marshall y Stephenson 1933) y, a partir de
entonces, han proliferado en casi todas las regiones en donde se distribuye la
especie. No obstante, hasta principios de la década de los 90’s estas
investigaciones se encontraron dirigidas principalmente a la descripcion de los
patrones reproductivos de la especie. En el Indo-Pacifico (occidente de
Australia), Pacifico occidente (Gran Barrera Arrecifal, Micronesia, Filipinas,
Taiwan y Japoén) y Pacifico central (Hawai), se encontré que, la fecundacion de
los gametos de P. damicornis ocurre principalmente de manera interna (Stimson
1978, Harriot 1983, Richmond y Jokiel 1984, Stoddart y Black 1985, Ward 1992,
Permata et al. 2000, Fan et al.2002, Villanueva et al. 2008). En contraste, en el
Pacifico oriental no se han observado larvas planulas en el tejido de P.
damicornis, pero si espermatozoides y ovocitos maduros zooxantelados, por lo
gue se infiere que la especie libera sus gametos al medio y en consecuencia la
fecundacion ocurre en la columna de agua (Glynn et al. 1991, Chavez-Romo y
Reyes-Bonilla 2007, Zavala-Casas 2013, Castrillon-Cifuentes et al. 2015,

Santiago-Valentin et al. 2018).



La relacion de la actividad reproductiva de las colonias de P. damicornis
con factores ambientales es un aspecto que, en general, se encuentra poco
estudiado. La mayoria de las investigaciones realizadas en la region han
sefialado a la temperatura como una variable que puede llegar a afectar el
avance del ciclo gametogénico de las colonias (e.g. Chavez-Romo y Reyes-
Bonilla 2007, Carpizo-ltuarte et al. 2011, Rodriguez-Troncoso et al. 2011) pero,
en muy pocos trabajos se incluyen otras variables ambientales o no se
encuentran asociaciones significativas con las mismas (e.g. Castrillon-Cifuentes
et al. 2015). Santiago-Valentin et al. (2018) realizaron un estudio regional en el
gue buscaron explicar la variacion de algunos parametros reproductivos de las
tres principales especies constructoras de arrecifes en el Pacifico Oriental
Tropical (POT) a partir de las fluctuaciones de ciertas variables ambientales.
Encontraron que, para P. damicornis en esta region, el mejor predictor de la
actividad reproductiva es el nimero de horas diarias de luz, aunque sefialan que,
en general, los corales del POT estan influenciados por numerosos factores
ambientales que se consideran estresantes para las colonias, tales como la
alternancia de las temporadas de lluvias y secas y las condiciones interanuales
del evento El Nifio-Oscilacidon del Sur (ENSO).

Por otra parte, la forma en la que se relaciona la reproduccion con el resto
de las actividades metabdlicas de las colonias de la especie aun no se conoce
con precision. El uUnico estudio al respecto lo realiz6 Ward (1995) quien
determind que las diferencias geograficas en los patrones reproductivos
descritos anteriormente influyen de forma importante en el balance energético de

las colonias, pues el costo de la reproduccion es mayor para aquéllas que
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incuban las larvas dentro de su tejido, lo que se traduce en una disminucion
considerable de la concentracion tisular de lipidos.

Otros estudios han monitoreado las fluctuaciones de algunos metabolitos
tanto en condiciones de variacion ambiental natural como en condiciones de
estrés. Hernandez-Urraca (2010) encontré que, en el Pacifico sur mexicano las
concentraciones tisulares de algunos metabolitos de las colonias de P.
damicornis (lipidos, clorofila a, clorofila c) alcanzan sus maximos valores en la
temporada célida y que la temperatura y la irradianza son, probablemente, los
factores ambientales que mayor impacto tienen en su variacion estacional. Por
otra parte, Rodriguez-Troncoso et al. (2010) encontraron que, la primera
respuesta de las colonias frente al estrés térmico es un aumento de la
produccion lipidica, sin embargo, cuando los aumentos de temperatura son
abruptos y sostenidos, los lipidos se agotan como reserva energética y la
simbiosis zooxantelar puede llegar a desintegrarse de manera inmediata

(Rodriguez-Troncoso et al. 2010).



3. Justificacion

Dentro del estudio de la fisiologia coralina aun no existen estudios que realicen
un seguimiento simultaneo del metabolismo de las colonias y de su actividad
reproductiva. Considerando la importancia de P. damicornis como especie
constructora de arrecifes en la costa sur del Pacifico mexicano, es relevante
conocer las fluctuaciones estacionales de la actividad reproductiva y de
metabolitos clave de las colonias de la especie, asi como evaluar la forma en

gue se ven influenciadas por factores ambientales.



4. Hipotesis

Se espera que las fluctuaciones de la actividad reproductiva y Ilas
concentraciones tisulares de metabolitos de las colonias de P. damicornis
reflejen la estacionalidad de las condiciones ambientales de la regién, con
mayores concentraciones de clorofila en la época fria y mayores porcentajes de
lipidos y actividad reproductiva en la época célida. Se espera que la temperatura
superficial del mar y la radiacion fotosintéticamente activa sean las variables

ambientales que mayor impacto tengan sobre las variables biol6gicas.



5. Objetivos

5.1.0Objetivo general

Estimar la influencia de la variacion de factores ambientales sobre las
fluctuaciones temporales de la actividad reproductiva y la concentracion tisular
de metabolitos en colonias de Pocillopora damicornis de cuatro localidades

costeras de Oaxaca, México, durante el periodo mayo 2010-mayo 2012.

5.2.0bjetivos particulares

e Caracterizar y analizar la variacion temporal del porcentaje de colonias con
actividad reproductiva (%CAR), porcentaje de lipidos totales y concentracion
de clorofila a'y c en el tejido de colonias de P. damicornis.

e Analizar la relacién entre la variacion temporal de la temperatura superficial
del mar (TSM), radiacién fotosintéticamente activa superficial (PARo),
coeficiente de atenuacion difusa (CADago) y fotoperiodo con el porcentaje de
colonias con actividad reproductiva (%CAR) y concentracion de lipidos,

clorofila ay c en el tejido de colonias de P. damicornis.



6. Material y método

6.1.Area de estudio
La recoleccion de muestras se realizé en las bahias de Estacahuite, Riscalillo,
Cacaluta y La Entrega en el limite occidental del Golfo de Tehuantepec (GT)
(Fig. 1). Los arrecifes de esta zona son de tipo bordeante, someros (2-10 m), con
coberturas coralinas desde el 30 hasta el 90%. En el area de estudio los
arrecifes poseen un caracter monogenérico pronunciado debido a la dominancia
de Pocillopora spp. (Glynn y Leyte-Morales 1997; Reyes-Bonilla y Leyte-Morales

1998; Reyes-Bonilla 2003).
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Figura 1. Ubicacion de las localidades de estudio en el margen occidental del

Golfo de Tehuantepec (GT), Oaxaca, México. GM: Golfo de México.



Una de las principales caracteristicas del Golfo de Tehuantepec y del
resto del Pacifico oriental tropical es la variabilidad de los vientos a lo largo del
afio (Trasvifia y Barton 1997). Esta caracteristica propicia, en parte, que en la
costa de Oaxaca el clima de la region sea calido, subhumedo, con lluvias en
verano y porcentajes de lluvia en invierno menores al 5% anual (Garcia 1973),
por lo que es posible distinguir dos temporadas denominadas lluvias y secas.

Durante los meses de diciembre a abril (secas) soplan, a través de pasos
de montafia y de manera perpendicular a la costa, vientos intensos comunmente
conocidos como “Nortes” (Trasvifia y Barton 1997, Pennington et al. 2006, Willet
et al. 2006). El forzamiento del viento propicia en el océano, a nivel de
mesoescala, un enfriamiento por mezcla turbulenta, surgencias por bombeo de
Ekman y la generaciéon de grandes giros anticiclonicos (Lavin et al. 1992;
Trasvifia y Barton 1997; Gonzalez-Silvera et al. 2004, Willet et al. 2006).

Las surgencias inducidas por el viento y la mezcla cerca de la superficie
aportan nutrientes que favorecen una concentracion alta de clorofila a lo largo
del eje del viento. Los giros propician que el area rica en clorofila se extienda
hasta 1000 Km fuera de la costa. Los aspectos anteriores destacan al Golfo de
Tehuantepec como una de las zonas mas fértiles del Pacifico oriental
(Pennington et al. 2006, Willet et al. 2006).

En lo que a la circulacion oceéanica respecta, la Corriente Costera de
Costa Rica (CCCR) se extiende, en promedio, hasta el Golfo de Tehuantepec,
en donde cambia de direccion alejandose de la costa (Kessler 2006; Trasvifia y
Barton 2008; Barton et al. 2009).

A nivel de mesoescala, el valor promedio de la temperatura superficial en
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el Golfo de Tehuantepec se encuentra entre 28 y 29° C (Fiedler y Talley 2006).
En el ciclo anual de la TSM en el Pacifico este ecuatorial y en particular en el
Golfo de Tehuantepec el forzamiento del viento juega un papel muy importante
pues determinan la variacion anual de la profundidad de la capa mezclada (Chen
et al. 1994). El impacto de los vientos de paso de montafia en la variabilidad intra
e interanual de la TSM es mayor en esta regidn que en otras de caracteristicas
oceanogréficas similares (e.g. Golfo de Papagayo) (Sun y Yu 2006, Karnauskas
2007). Cuando soplan los nortes, las temperaturas son considerablemente
menores que en el resto del afio (Chen et al. 1994, Sun y Yu 2006, Karnauskas
2007). A esta escala, los vientos tehuanos pueden disminuir la temperatura
superficial del centro del golfo hasta 8°C en cuestion de horas, sin embargo, este
enfriamiento puede no alcanzar el extremo oeste del GT (Barton et al. 1993) en
donde la zona de estudio se encuentra localizada.

En trabajos realizados durante la Ultima década en arrecifes de la zona, se
reportan temperaturas promedio alrededor de los 27° C con minimos cercanos a
los 23.5° C y maximos entre 29.9 y 31° C (Hernandez-Urraca 2010, Benitez-

Villalobos et al. 2013)
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6.2. Trabajo de campo

6.2.1. Seleccion, recolectay fijacion de organismos

Durante el periodo comprendido entre mayo del 2010 y mayo de 2012, se
realizaron 18 inmersiones con buceo autonomo en las cuatro localidades de
estudio. Se empled6 un cincel para desprender dos ramas a un maximo de cinco
colonias de P. damicornis. Las ramas tenian entre 2.5 y 6 cm de longitud y las
colonias se eligieron al azar entre aquéllas que tenian como minimo 15 cm de
diametro para asegurar que eran colonias adultas funcionalmente reproductivas
(Stoddart y Black 1985).

Durante el buceo, las ramas se colocaron en una bolsa plastica hermética
previamente etiquetada. Una vez en la embarcacion, una rama de cada colonia
se dividié en dos partes de manera longitudinal. Cada parte se guardd en bolsas
plasticas separadas dentro de una bolsa negra que se conservo sin agua marina
y dentro de una hielera durante el resto del muestreo. Una parte de esta rama se
destind al analisis de pigmentos fotosintéticos y la otra a la estimacién de la
concentracion de lipidos. Las ramas restantes se traspasaron a bolsas de malla
sintética (8x5 cm) y se fijaron con formol salino al 10% (Sakai 1998).

Las muestras se trasladaron al Laboratorio de Histologia de la Universidad
del Mar, aquéllas que serian destinadas a la extraccion de lipidos y clorofila se
mantuvieron en congelacion hasta su procesamiento y las muestras que se
fijaron con formol salino al 10% se mantuvieron a temperatura ambiente y se

transfirieron a alcohol al 70% después de 24 hrs.

12



6.3.Trabajo de laboratorio

6.3.1. Cuantificacién de lipidos
Como primer paso, las muestras se fijaron con formol al 4% 24 hrs. Se procedio
a la descalcificacion del esqueleto con acido acético al 10% durante un periodo
similar, en el cual se monitoreo el burbujeo de CO2 causado por la reaccién del
acido y el carbonato. Se realiz6 un cambio de acido acético cuando se detectaba
gue cesaba el burbujeo y aun se observaban restos de esqueleto en las
muestras. Una vez finalizada la descalcificacion, el tejido se separ6 de cualquier
resto calcareo y se dividi6 cada muestra en dos frascos de vidrio (25 mL) lo mas
equitativamente posible. Previamente se habia registrado el peso de dichos
frascos para lo cual se etiquetaron y secaron en una estufa a 60°C por 12 hrs.
para que mantuvieran un peso constante. Se enfriaron en un desecador durante
una hora y se pesaron rapidamente en una balanza analitica (peso 1). Una vez
gue se coloco el tejido descalcificado en los frascos, estos fueron nuevamente
secados y pesados tal como se describié para obtener nuevamente el peso
(peso 2).

La cuantificaciéon de la concentracion de lipidos en el tejido coralino se
ejecutd segun el método de Folch et al. (1957). Se adicion6 15 ml de cloroformo-
metanol (2:1 v/v) a cada frasco. Transcurridos como minimo diez minutos, se
agregaron 5 ml de KCI al 0.88% para inducir la precipitacion de los lipidos y, en
consecuencia, la formacion de dos capas: una fase superior acuosa y otra
inferior que contenia los lipidos extraidos. Se usé una pipeta Pasteur para
extraer, con mucho cuidado, la fase superior acuosa y de esta manera aislar en

el frasco la fase lipidica. Se procedio a “lavar” la fase lipidica con 10 ml de una
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mezcla de metanol y agua (1:1) y se extrajo nuevamente la fase acuosa. Este
ultimo paso se repitio en dos ocasiones. Con la finalidad de remover los restos
de tejido se filtré la mezcla con filtros de 11 um. El filtrado se recibié en un frasco
limpio previamente etiquetado, secado y pesado de igual forma que los
anteriores (Peso 3). El frasco que previamente contuvo al filtrado se enjuago con
la mezcla de metanol y agua (1:1) para recuperar la mayor cantidad de extracto
posible. Por ultimo, se extrajo la fase acuosa y mediante evaporacion se elimind
el remanente de disolvente en la fase lipidica, para lo cual se utilizd6 un bafio
maria que fue monitoreado constantemente para que nunca rebasara los 60°C
de temperatura. Una vez que se evaporo6 todo el disolvente, y en los frascos
guedd Unicamente una costra de lipidos, se secaron y pesaron por Ultima
ocasion (Peso 4). La concentracion tisular de lipidos (CTI) de cada colonia se
obtuvo dividiendo el peso de los lipidos (peso 4 menos peso 3) entre el peso de
la biomasa (peso 2 menos peso 1).
6.3.2. Cuantificacion de la concentracion de clorofila

Para la determinacion de la concentracion tisular de clorofilas a (CTchl a) y ¢
(CTchl c) de cada colonia, el tejido se separ6 del esqueleto calcareo mediante un
chorro a presion de agua marina filtrada mientras se sostenia la muestra dentro
de una bolsa plastica. La mezcla resultante se coloco en un tubo para centrifuga
de 45 ml y el esqueleto se guardo para el calculo posterior de su area. Se
procedio a homogeneizar la mezcla durante aproximadamente un minuto y
después se centrifugd a 4500 rpm durante 5 min. Con mucho cuidado se retird
de los tubos tanto sobrenadante como fuera necesario para que permanecieran

solamente 5 ml (volumen de la muestra). Se procedio a agitar la mezcla con un
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mezclador de vortice durante aproximadamente 15s. Rapidamente se tomaron 3
alicuotas de 300 pl (volumen de la submuestra) cada una y se colocaron en
tubos para microcentrifuga.

Los tubos de 300 pl se sometieron a un pulso de centrifugacién a 11 000
rom. Posteriormente se les retird6 el sobrenadante y para lavar la pastilla
resultante se agregd 1 ml de agua destilada y se procedié a centrifugar
nuevamente a 11 000 rpm durante un pulso, proceso que se ejecutd por
duplicado. Después de retirar el sobrenadante, se adicionaron 950 pl de acetona
fria y se centrifugaron tal como se hizo anteriormente. A continuacion, se retiro la
acetona y se conservé en otro tubo previamente etiquetado. Al tubo con la
pastilla se le agregaron 50 pl de dimetilsulfoxido (DMSO) y se agité el tubo en el
mezclador de vortice durante 10 segundos aproximadamente. Una vez agitado el
tubo, se le regreso la acetona que fue retirada previamente y se conservo a -4°C.
Entre 12 y 24 hrs después de la extraccion se procedio a realizar la lectura de
absorbancia del extracto (vol. 1 ml) a las longitudes de onda 630, 664 y 675 nm
en un espectrofotometro. Antes de la lectura se aplic6 un pulso de

centrifugacion.
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Para la estimacion de la concentracion de clorofila a y ¢ en el extracto se
emplearon las ecuaciones dicromaticas de Jeffrey y Humprey’s (1975) para
diatomeas y algas cafés.

Cpq = 11.47 * (Abs 664 — Abs750) — 0.4 * (Abs 630 — Abs 750)
Cgc = 24.36 x (Abs 630 — Abs 750) — 3.73 * (Abs 664 — Abs750)
En donde:
Cg o =Concentracion de clorofila a
Cg . =Concentracion de clorofila ¢

Abs = Absorbancias a las longitudes de onda 630, 664 y 750 nm

La estimacion de la concentracion de los pigmentos por unidad de area (ug/cm?)
se obtuvo con la siguiente ecuacion:

Cep x Vg xVy

_ETTETTM L 4073
Ve * PO %A

Dens C/il =

En donde:
DensChl= Densidad de clorofila por unidad de area.
Ce: Concentracion de clorofila a o ¢ en el extracto que se midié en la celda
(mg/L).
VEe: Volumen del extracto (L)
Vwm: Volumen de toda la muestra (L)
Vsm: Volumen de la submuestra
PO: Paso 6ptico de la celda (cm).

A: Area del esqueleto (cm?)
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6.3.3. Estimacion del area
El area de cada una de las muestras empleadas se calculé mediante una version
modificada del método de la parafina (Holmes 2008), el cual consiste en
sumergir cada uno de los esqueletos en un bafio de parafina derretida a 65°C
durante dos segundos. Pasados los dos segundos, el esqueleto se sacudié con
un solo movimiento firme para escurrir el exceso de parafina. Se ejecutd este
proceso para todas las muestras y se fueron colocando en recipientes con
divisiones previamente etiquetadas. Se procedi6 a pesar y registrar los pesos de
todos los esqueletos. Se repitié todo el procedimiento para colocar una segunda
capa de parafina sobre los esqueletos. El area del esqueleto se determiné con la
curva de calibracion empleada por Hernandez-Urraca (2010) en la que asocia el
peso de la segunda capa de parafina a un area determinada. El peso de la
segunda capa se obtuvo como la diferencia entre el peso del esqueleto con las
dos capas menos aquél con una sola capa.

6.3.4. Determinacion de la actividad reproductiva
Para separar el tejido coralino del esqueleto calcareo, las ramas fueron
descalcificadas con una solucién de acido acético al 10% por 24 hrs (Sakai
1998). Posteriormente, el tejido se enjuagd en agua corriente, se colocé en
casetes de inclusiébn y se conservé en alcohol etilico al 70% hasta su
procesamiento histoldgico.

La deshidratacion, aclaracion, infiltracion e inclusion del tejido se realizd
con modificaciones a las técnicas propuestas por Drury y Wallington (1967) y
Benitez-Villalobos et al. (2012) (Anexo 1), para lo cual se emple6 un procesador

automatico de tejidos Leica® TP102 y un incluidor de tejidos Leica® EG1160. El
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tejido se incluyo en bases plasticas de tal forma que una cara lateral de la rama
guedara como frente de corte. Lo anterior con la finalidad de seccionar la mayor
cantidad posible de pdlipos y que el plano de corte fuera transversal al eje oral-

aboral de los mismos (Fig. 2).

Figura 2. Esquema del plano de corte de los poélipos de P. damicornis. a) Rama
aun con el esqueleto, b) orientacién del tejido descalcificado dentro de los
cubos de parafina y c) plano de corte transversal al eje oral-aboral de los
pélipos (Modificado de Ruppert y Barnes 1994).

Se emple6 un microtomo de rotacién semi automatico marca Leica® RM
2145, se hicieron de cuatro a cinco cortes seriados en posicidén transversal con
un grosor de 5 um. Se obtuvieron tres series por cada muestra, con una
separacion de 80 um entre ellas. Los cortes seriados se recogieron en un
portaobjetos de vidrio, se les agrego unas gotas de alcohol etilico al 40% (Luna
1968, Prophet et al. 1995) y se trasladaron a una tina de flotaciébn con una
temperatura aproximada de 35°C para que se estiraran por completo. Se

recogieron con un nuevo portaobjetos previamente untado con albumina de
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Mayer y se colocaron en una platina térmica (Fisher Scientific: 260205) a
aproximadamente 30°C, por media hora, para eliminar el exceso de agua.
Finalmente, se trasladaron a un horno a 37°C por 24 hrs para secarlas por
completo y asegurar la adherencia del tejido al portaobjetos (Drury y Wallington
1967, Prophet et al. 1995).

Para la tincion se empled la técnica regresiva de Hematoxilina de Harris-
Eosina (HHE) que se detalla en la Tabla 3 y que da como resultado nucleos
celulares tefiidos de azul a negro (basofilico) y el citoplasma de tonos rosados
(acidofilico) (Howard y Smith 1983). Es importante mencionar que para
neutralizar los restos de acido acético que pudieron permanecer en el tejido
después de la descalcificacion, las laminillas se dejaron reposar en carbonato de
litio al 1% durante cuatro horas después de haber sido hidratadas (Tabla 3).
Finalmente, las preparaciones fueron selladas con resina sintética.

Por ultimo, con un microscopio Olympus modelo CX21FS1 se realizé una
revision exhaustiva de un corte de cada laminilla y se registr6 el nimero de
colonias con células sexuales masculinas y/o femeninas en cualquier estadio de
desarrollo. No se establecié un minimo de pdlipos con gametos para considerar
a una colonia como reproductivamente activa. El porcentaje mensual de colonias
con actividad reproductiva (%CAR) se calculé como la proporcion de colonias

con gametos en relacion con el total de colonias recolectadas en el mes.
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6.4.Trabajo de gabinete
6.4.1. Obtencion del fotoperiodo
El valor diario de horas luz (fotoperiodo), se calcul6 como la diferencia entre la
hora aparente del atardecer y del amanecer, las cuales fueron estimadas para la
region de Puerto Angel de acuerdo con lo indicado por Stull (2000) (Anexo ). Se
promediaron los valores de fotoperiodo de los quince dias anteriores a cada
fecha de recolecta y se obtuvo un valor mensual Unico para toda el area de

estudio.

6.4.1. Obtencion de TSM, PARo Y CADago
La informacion sobre la temperatura superficial del mar (TSM), radiacién
fotosintéticamente activa superficial (PARo,) y el coeficiente de atenuacion difusa
a la longitud de onda de 490nm (CADag), se obtuvo a partir de imagenes
satelitales generadas por el sensor remoto Aqua a bordo de la plataforma
MODIS. Las imagenes fueron obtenidas de Ila OceanColor Web
(http://oceancolor.gsfc.nasa.gov/), con un nivel de procesamiento L3. Para
ambas variables se obtuvieron las imagenes correspondientes a 8 dias
anteriores a la fecha de muestreo y con el software WIMSoft® se elaboraron
compuestos de esas imagenes. Se extrajo la informacion correspondiente a cada
una de las localidades de estudio y se promediaron para obtener un valor Unico
para toda el area de estudio.

En el caso de la PARy, el algoritmo estima la radiacion fotosintéticamente

activa diaria que alcanza la superficie del océano. La PARo se define como el
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flujo de energia cuantico del sol en un rango espectral de 400-700 nm expresada

en Einstein-m2.dial.

6.4.2. Analisis de la relacion entre las variables bioldgicas y
ambientales

A partir de los promedios mensuales de cada una de las variables biologicas y
ambientales se construy6 una serie de tiempo para cada una de ellas. Las series
de tiempo estan constituidas por varios componentes que, si bien no se pueden
ver de manera directa, existen y pueden separarse de la serie original. Los
componentes de una serie de tiempo son: factor estacional, tendencia, ciclo y
factor irregular (Makridakis et al. 1998). Se ejecut6é en el software Statistica®, la
descomposicion de las series de tiempo a través del método Census I. Se
empled el modelo aditivo segun el cual el valor de la serie temporal en cualquier
instante es igual a la suma de los valores correspondientes a los cuatro

componentes.

Y, =TC, + E, + I
En donde:

Y:: Valor de la serie temporal en el tiempo t.

TC;: La tendencia-ciclo representa la union de la tendencia secular y el factor
ciclico de la serie de tiempo.

E;: Factor estacional en el tiempo t.

I;: Valor del movimiento irregular en el tiempo t.
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Para obtener un valor cuantitativo de las similitudes o diferencias en las
fluctuaciones estacionales de las variables ambientales vs variables bioldgicas,

se realizd6 una matriz de correlacion con los componentes estacionales

obtenidos.
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7. Resultados

En los graficos de todas las variables biolégicas y ambientales se observa una
alternancia de temporadas con valores altos y bajos. La mayoria de las series
temporales (TSM, PAR, fotoperiodo, clorofilas a y c, lipidos y %CAR) presentan
sus valores mayores en el periodo de marzo a octubre y los valores menores de
noviembre a febrero. En el contexto de estacionalidad de la region, los valores
mas altos del afio de clorofilas a y ¢ temperatura, lipidos, %CAR, PAR y
fotoperiodo se registraron en la época de lluvias (mayo a noviembre). En el caso
del CADa4g0 los mayores valores coinciden principalmente con la época de secas
(diciembre a abril). Este comportamiento se refleja con mayor claridad en la

componente estacional de cada una de las series de tiempo.

7.1.Variables bioldgicas: metabolitos y actividad reproductiva.
Los promedios mensuales de clorofila a oscilaron entre 0.9 (enero 2011) y 25
ug/cm? (octubre 2010) (Fig. 3) y los de la clorofila ¢ entre 1.4 (enero 2011) y 16.2
ug/cm? (diciembre 2010) (Fig. 4). EI componente estacional de ambas series
temporales varié de forma similar durante el periodo de estudio, con dos valores
maximos de junio a diciembre y dos minimos de enero a mayo. Si bien las series
temporales de ambos pigmentos son muy oscilantes, en el componente
estacional correspondiente a la clorofila a se distingue con mayor claridad un
periodo de valores bajos (enero a mayo) y uno de valores altos (junio a

diciembre) (Fig. 3).

23



60

55+

50

45

40

35t

Hg/cm?

20

15t

10

30

25t

W _Chl a -@ Factor estacional

t ]!
ct el e Ly,

may jul sep nov ene mar may jul sep nov ene mar may
jun ago oct dic feb abr jun ago oct dic feb abr

2010 2011 2012

1-10

-12
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La concentracion tisular promedio mensual de lipidos oscild
aproximadamente entre 20% (febrero 2012) y 50% de la biomasa coralina
(octubre 2010) (Fig. 5). No obstante, a lo largo de la componente estacional
existieron oscilaciones, se encuentran claramente diferenciados del resto del afio

dos periodos con valores maximos de julio a noviembre.
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Figura 5. Concentracion tisular de lipidos. e Factor estacional y -m- media + IC
(95%).

A grandes rasgos, la actividad reproductiva se concentré en el periodo de
mayo a agosto (Fig. 6). Los valores maximos se observaron en mayo de 2010 y
mayo de 2012 (%CAR <60%) mientras que valores minimos se registraron en
diciembre 2010, abril y marzo 2011 (%CAR=0.05%). Unicamente en diciembre

2011 y febrero 2012 no se registré actividad reproductiva. Las oscilaciones en

25



las que alternan valores bajos y altos del %CAR se aprecian con mayor claridad

en el componente estacional (Fig. 6).
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Figura 6. Colonias con actividad reproductiva en toda el area de estudio.

Porcentaje promedio mensual y factor estacional.
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7.2.Variables ambientales: temperatura, PAR, CAD y fotoperiodo
La temperatura promedio (Fig. 7), oscil6 entre 25 y 30°C con los maximos
valores en mayo 2010, junio 2011 y mayo 2012 y los menores durante los meses
octubre y diciembre 2010, enero, marzo y diciembre 2011 y febrero 2012 (<26.5
°C). En la componente estacional de esta serie temporal se aprecia que el
periodo del afio con aguas mas calidas es de mayo a agosto y de noviembre a

marzo la temperatura disminuye considerablemente.
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Figura 7. Temperatura superficial del mar. e Factor estacional y -m- media * IC

(95%).

En lo que a la PAR respecta, los mayores niveles de irradiancia se
obtuvieron en abril de 2011 y 2012 (ca. 55 Einsteins-m=2-dia!) (Fig. 8) y los

menores en agosto y diciembre 2010 y septiembre, octubre y diciembre 2011
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(<41.5 Einsteins:-m2.dial). En la componente estacional, el valor mas elevado
de irradiancia se encontré entre marzo y mayo Yy, durante el resto del afio, los

valores fluctdan sin que haya un periodo definido de valores bajos.
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Figura 8. Radiacién fotosintéticamente activa (PARo). e Factor estacional y -m-
media + IC (95%).

Contrario al resto de las variables analizadas, el coeficiente de atenuacion
difusa a 490 nm present6 los valores promedio menores durante julio, agosto y
septiembre 2011 <0.50) y los mayores durante diciembre 2010 y febrero 2012
(>0.3) (Fig. 9). La dispersion de los datos durante noviembre a marzo es mayor
gue en el resto del afio. En la componente estacional, el periodo de valores altos
es oscilante mientras que el periodo de valores bajos se distingue claramente

como una linea de valores casi constantes (Fig. 5)
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La serie de tiempo del fotoperiodo y su respectiva componente estacional

son las mas similares entre si (Figura 10). EI minimo promedio de horas luz del

afio (11.12 hrs) para la latitud del area de estudio se registr6 en el mes de

diciembre y a partir de ese mes los valores promedio mensuales aumentaron

progresivamente hasta alcanzar un maximo de 13 hrs luz en el mes de junio (Fig.

10).
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7.1.Relacion entre variables ambientales y bioldgicas.
La matriz de correlacion evidencié correspondencias significativas en una
minoria de comparaciones pareadas (Tabla 1). La CTchl a resulté modestamente
correlacionados con la PAR. El %CAR mostrO una asociacion directamente
proporcional a la TSM, la PAR y el fotoperiodo e inversamente proporcional con
el CAD. La CTchl c y el % de lipidos no tuvieron correlaciones significativas con

ninguna de las variables ambientales consideradas.

Tabla 1. Matriz de correlacibn entre componentes estacionales de
variables bioldgicas y ambientales. Las correlaciones significativas se
muestran en negritas. TSM: Temperatura superficial del mar; CAD490:
Coeficiente de Atenuaciéon Difusa a 490 nm; PAR: Radiacion
fotosintéticamente activa CTchl a y ¢: Concentracién tisular de clorofilas a

y ¢; %CAR: Porcentaje de colonias activas reproductivamente.

CTchla CTchlc % Lipidos % CAR
TSM 0.03 0.08 0.3 0.85
CADas90 0.07 -0.01 -0.29 -0.84
PAR -0.48 -0.28 -0.3 0.44
Fotoperiodo| -0.14 0.06 0.02 0.92
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8. Discusion

Las fluctuaciones anuales de la temperatura, PAR y fotoperiodo estan
determinadas en primer lugar por la intensidad de la radiacion solar que alcanza
la superficie de la atmaosfera terrestre. A su vez, dichas variables ambientales
dependen del angulo con el que los rayos de sol inciden sobre la tierra en
determinada latitud y estacion del afo (Wright et al. 1997, Stull 2000).
Considerando lo antes mencionado, las fluctuaciones estacionales de estas
variables fueron congruentes para la posicién geogréfica del area de estudio, con
valores maximos de abril a agosto y que disminuyeron durante el resto del afio.
Las nubes, gases y aerosoles y la misma superficie del océano absorben y/o
reflejan la radiacion solar que atraviesa la atmosfera hasta alcanzar la superficie
del océano (insolacion) y merman considerablemente su intensidad. Es por esta
razon que las fluctuaciones estacionales de la TSM y PARo no son tan definidas
como aquéllas del fotoperiodo.

Estudios realizados durante la Gltima década en sitios del corredor arrecifal
Puerto Angel-Huatulco reportan valores puntuales de temperatura entre 23 y
25.5°C en los meses de noviembre a febrero y entre 24 y 31° C de marzo a
octubre (Hernandez-Urraca 2010, Benitez-Villalobos et al. 2013). Aunque la
fluctuacién estacional de esta variable en este trabajo coincide con lo reportado
en dichos estudios, la discordancia en la magnitud de los valores de temperatura
puede obedecer a la resolucion de las fuentes de informacion empleada. En los
trabajos mencionados la temperatura se midio in situ mientras que en el presente

estudio la informacion se obtuvo de imagenes satelitales con celdas de 4 x 4 km.
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Al contrario de las variables antes mencionadas, el CADago fluctué de forma
inversa a lo esperado. Granja-Fernandez y Lopez-Pérez (2008) monitorearon las
tasas de sedimentacion en arrecifes de la zona y encontraron que, a nivel
regional, dichas tasas estan estrechamente relacionadas a la precipitacion
pluvial de la zona pues el arrastre de sedimentos al mar por escorrentias genera
altos valores de turbidez en la temporada de lluvias. En la serie de tiempo del
CAD4g9o se aprecia claramente que los valores mayores se presentaron
aproximadamente en la temporada de secas (octubre-febrero). Considerando
gue en el presente trabajo el CADa4g se emplea como un indicador de la turbidez
de la columna de agua, la falta de coincidencia con el trabajo antes mencionado
puede obedecer nuevamente a la diferencia en la escala a la cual se realizaron u
originaron las mediciones. Si bien sobre la linea de costa, en donde se
encuentran la mayoria de los arrecifes de la zona, el aporte de sedimentos por
escorrentia o de otras fuentes puede aumentar considerablemente los valores de
CADag0, a una escala de 4km (resolucion de las imagenes satelitales utilizadas)
este aporte de sedimentos no impacta el CADag con la misma magnitud que
otros factores lo hacen durante la temporada de secas. Durante la temporada de
secas el aumento de la turbidez puede deberse a la productividad primaria alta
caracteristica de esta temporada (Pennington et al. 2006).

El intervalo de concentracion promedio mensual de clorofila a (0.9-25
ug/cm?) y ¢ (1.4-16.2 pg/cm?) en el tejido de P. damicornis es menor al reportado
para esta y otras especies en la misma area de estudio. Hernandez-Urraca
(2010) reportdé concentraciones de 20 a 48 pg/cm? (clorofila a) y 100-300 pg/cm?

(clorofila c) para esta especie; Guendulain-Garcia (2010) encontro
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concentraciones en un intervalo 10-40 pg/cm? (clorofila a) y 2-10 pg/cm? (clorofila
c) para Pavona gigantea y Galvan-Rowland (2010) reporté concentraciones de
20 a 55 pg/cm? (clorofila a) y 100-300ug/cm? (clorofila ¢) en colonias de P.
panamensis.

Las diferencias entre las concentraciones de pigmentos reportadas para
este estudio y aquéllas reportadas en los trabajos mencionados anteriormente
pueden explicarse, en parte, por diferencias interespecificas en estrategias de
fotoaclimatacion. De acuerdo con varios autores (lglesias-Prieto et al. 2004; Fitt
et al. 2009; Hennige et al. 2009), las diferentes estrategias de fotoaclimatacion
gue presentan diferentes comunidades de Symbiodiniaceae son particulares de
cada especie y de la profundidad en la que se desarrollan. En los arrecifes de
Oaxaca, especies como P. damicornis y P. panamensis coexisten en
profundidades similares mientras que P. gigantea se encuentra, en promedio, a
unos pocos metros de mayor profundidad. Lo anterior resulta congruente con los
valores de concentracién de clorofila a observados en este trabajo y en aquéllos
realizados en la zona anteriormente con estas especies. No obstante, las
diferencias en concentracion de clorofila ¢ reportadas en este trabajo son solo
similares a las reportadas para P. gigantea y muy distantes de las reportadas
para P. panamensis e incluso para P. damicornis. No se puede dejar de sefalar
gue el método de extraccion de pigmentos en los estudios mencionados difiere
del que se utilizo en este trabajo. El protocolo ejecutado en esta investigacion
excluye de la cuantificacion de concentracion total de pigmentos, aquéllos que
provienen de las algas que se encuentran en el esqueleto del coral, es decir, de

las algas endoliticas.
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A pesar de las similitudes graficas en las fluctuaciones de las variables
biolégicas y ambientales, la matriz de correlacion realizada evidencia que, de los
pigmentos fotosintéticos, Unicamente la clorofila a tiene una correlacion
significativa con la PARo (-0.48). Que la fluctuacion estacional de la clorofila a
haya resultado inversamente proporcional a aquélla de la PARo puede deberse a
gue los endosimbiontes del tejido de colonias de P. damicornis experimenten
fotoinhibicion de la fotosintesis en los meses con los mayores niveles de PAR.
En especies como Stylophora npistillata y Acropora microphtalma se ha
encontrado que, un flujo de fotones de 600 pmol m2s?! (~51.84 Em=2d?)
desencadena este fendmeno (Smith et al. 2005). Los niveles de PAR durante los
meses calidos fueron superiores a este umbral. Adicionalmente, los meses en
los que se registraron niveles altos de PARo, también fueron los meses mas
bajos de CAD, por lo que eso pudo haber reforzado esa respuesta.

Los porcentajes promedio mensuales de lipidos totales en el tejido de P.
damicornis del corredor arrecifal Puerto Angel-Huatulco son similares a los
reportados para esta misma zona dos afos atras por Hernandez-Urraca (2010)
(25-43%) y los encontrados en otras localidades como Hawai, (28-41 %) y
Panama (0.59%) (Stimson 1987 y Glynn 1985). No obstante, son mayores a
aquéllos encontrados por Rodriguez-Troncoso et al. (2010) en colonias de bahia
Banderas en condiciones de campo (4-18%) y corales sanos en laboratorio (~6-
16%). La diferencia con los resultados de estos ultimos autores puede deberse a
la diferencia latitudinal de las zonas de estudio.

En corales, como en cualquier otro organismo, los lipidos tienen diversas

funciones (e. g. estructural, de reserva, reguladoras, etc.), sin embargo, los
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lipidos de almacenamiento pueden representar entre 46 y 73% de los lipidos
totales (Harland et al. 1993). Teniendo esto en consideracion, el hecho de que la
componente estacional de esta variable indique que de junio a diciembre se
registran porcentajes mayores que el resto del afio, puede deberse a que en
estos meses existio un excedente de dichas reservas en varias de las colonias
analizadas. Lo anterior pudo ser favorecido no solamente por factores
extrinsecos (e.g. condiciones ambientales), sino también por factores intrinsecos
(proporcion de acidos grasos obtenidos de la dieta, de la fotosintesis algal, de la
sintesis en el tejido animal, identidad y diversidad de los simbiontes) (Harland et
al. 1993, Cooper et al. 2011).

Determinar la composicion y origen de las reservas lipidicas y/o la
interaccién de parametros bioldgicos dentro de una misma colonia son objetivos
gue van mas alla de aquéllos delineados en el presente estudio. Sin embargo,
podemos mencionar que las fluctuaciones del porcentaje de lipidos en tejido
fueron muy similares a aquéllas de las clorofilas y uno de los valores mas bajos
de esta variable ocurre en los mismos meses en que se observa el valor maximo
de la actividad reproductiva, por lo que, en alguna(s) de las colonias, un alto
porcentaje de lipidos pudo ser resultado de una mayor translocacién por parte de
los simbiontes y un bajo porcentaje de esta variable consecuencia de la
produccion y posible liberacion de gametos a la columna de agua.

En un estudio realizado en el Pacifico colombiano, Castrillon-Cifuentes et
al. (2015) sefnalaron a la salinidad como una variable que podria ejercer control
sobre la reproduccion de las colonias de P. damicornis a través de la

osmorregulacion. Por otra parte, Zavala-Casas (2013) registr0 correlaciones
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significativas del %CAR en esta especie, con la TSM, PAR y CAD vy, al igual que
Santiago-Valentin et al. (2018), sefiala que dichas correlaciones podrian deberse
a las implicaciones que tienen esas variables en la fisiologia de las colonias,
particularmente en la productividad de las microalgas simbiontes. Por otra parte,
la correlacion con el fotoperiodo podria ser explicada por cuestiones de
sincronizacion con condiciones ambientales que sean favorables para la
supervivencia de las larvas. En este sentido, Benitez-Villalobos y Martinez-
Garcia (2012) sugieren que las corrientes predominantes en la temporada
lluviosa podrian favorecer la retencion de larvas cerca de la costa lo que
explicaria que se hayan observado picos de actividad reproductiva en varias
especies de invertebrados de la zona durante esa temporada.

En el presente trabajo, los valores promedio mensuales de las variables
fisiologicas no presentaron correlaciones significativas con las variables
ambientales. Estos resultados podrian explicarse si consideramos la velocidad
de respuesta a los cambios ambientales que tienen cada una de las variables
cuantificadas en el holobionte. Los corales escleractinios se caracterizan por
poseer un alto grado de flexibilidad biolégica que les permite aclimatarse a
escenarios ambientales cambiantes (Gates, 1999). En particular para P.
damicornis se ha encontrado que los tiempos de respuesta a diversos factores
de estrés se dan en pocas horas o dias dependiendo de la intensidad del
estimulo (Lesser 1996, Rodriguez-Troncoso et al. 2010), es decir, la
concentracion de pigmentos y el porcentaje de lipidos en un momento dado no
es resultado de las condiciones ambientales de ese momento en particular. Si

bien los valores promedio mensuales de variables ambientales aqui
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considerados corresponden a un periodo de 8 dias anteriores a la fecha de
recoleccion de las muestras, la variabilidad de la concentracion de pigmentos y
del porcentaje de lipidos en las colonias analizadas puede ser resultado de
variaciones en los parametros ambientales a una escala temporal mayor o
menor.

Los cambios estacionales de las variables ambientales analizadas o de
algunos otros parametros ambientales cercanamente relacionados, podrian
inducir cambios en el tipo de alimentacion dominante de las colonias (autétrofo
vs heterétrofo) que, a su vez, tendrian repercusiones en la actividad metabdlica y
reproductiva de las colonias. Lopez-Pérez et al. (2016) sugieren que la
alimentacion heterétrofa podria representar una fuente importante de energia
para las colonias de P. damicornis en esta region, al menos en condiciones de
estrés térmico ocasionado por eventos ENSO. Para poder identificar el
porcentaje del presupuesto energético que el coral obtiene de cada tipo de
alimentacion o mas aun la variabilidad fisiol6gica del holobionte completo con
respecto a las condiciones ambientales, es importante mejorar la resolucién en
tiempo y espacio del monitoreo de todas las variables.

El presente estudio cumple el objetivo de dar una aproximacién de las
fluctuaciones mensuales promedio de las colonias en la zona de estudio. Para
obtener mas informacion sobre las interacciones entre variables biolégicas es
necesario redisefiar la metodologia, aumentando la resolucion temporal con
muestreos menos espaciados o incluso, en condiciones controladas de

laboratorio.
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9. Conclusiones

e Los valores mas altos de TSM, PARo y fotoperiodo se presentaron durante
los meses de abril a agosto. En el caso de la temperatura y el fotoperiodo, el
periodo de valores altos abarca varios meses, principalmente durante el
mayo a agosto mientras que el intervalo de valores elevados de PARo es
solamente de tres meses durante marzo a mayo.

e Los mayores valores del CADago se obtuvieron durante los meses de
diciembre a febrero y se redujeron considerablemente durante el resto del
afo.

e Los mayores valores de la CTchl a se registraron en el periodo octubre-
diciembre mientras que en el caso de la CTchl ¢ los valores oscilaron
pronunciadamente durante todo el afio, siendo ligeramente mayores de
mayo a diciembre.

e Los valores promedio mas elevados de la concentracion tisular de lipidos en
las colonias del area de estudio, se presentaron de julio a noviembre y se
observo una disminucion de forma oscilante durante el resto del afio.

e La actividad reproductiva en términos del % CAR promedio se intensifico en
el periodo de mayo a agosto y disminuyé durante el resto del afio. En
algunos meses de la temporada de secas no se registr0 actividad
reproductiva.

e La actividad reproductiva se encuentra directamente correlacionada con la

TSM, fotoperiodo y PAR esta inversamente correlacionada con el CADago.
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ANEXO I: Técnica histoldgica de rutina | y I

Técnica empleada para la deshidratacion,
inclusion del tejido de P. damicornis, modificada de Drury y Wallington

(1967) y Benitez-Villa

lobos et al. (2012).

aclaracion,

Tiempo
Proceso Reactivo (min) Repeticiones
Etanol 80% 30 1
Deshidratacion Etanol 90% 30 1
Etanol 96% 30 2
Etanol 100% 30 2
Aclaracion Citri-Solv: 45 2
. L, Paraplast: a
Infiltracion 60° 30 >
Inclusion Paraplast: a
60°

1Sustituto no téxico de xileno
zParafina altamente purificada®

infiltraciéon e

Preparacion a la tincion y proceso de tincién regresiva Hematoxilina de

Harris-Eosina (HHE) modificada de Drury y Wallington (1967).

Tiempo
Proceso Reactivo (min) Repeticiones
Remocion del
Paraplast Citri-Solv: 5 2
Etanol 100% 5 2
Etanol 96% 5 2
Etanol 90% 5 2
Hidratacion Etanol 80% 5 1
Etanol 70% 5 2
Carbonato de litio (LICO3) 1% * 4 hrs 1
Agua destilada 5 2
Hematoxilina de Harris 7 1
Agua Corriente 5 seg 1
Alcohol acido 2 seg 1
Tincién Carbonato de litio (LICOs) 1% 1 1
Agua destilada 5 1
Eosinaalcohdlica 15 1
Agua corriente 5 seg 1
: L Etanol 96% 5 2
Deshidratacion Etanol 100% 5 5
Citri-Solv 5 2

Sellado y montaje

Resinasintética

:Sustituto no téxico de xileno

*Para neutralizar el acido uti

lizado durante la descalcificacion
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