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“Caracterizacion del ciclo reproductivo de Acropora palmata (Lamarck, 1816)
en el arrecife En medio, Tuxpan y la conservacion de gametos mediante crio-
preservacion”

RESUMEN

Acropora palmata esta considerado como uno de los corales de mayor importancia debido
a su papel como constructor del arrecife. Provee un sinfin de bienes y servicios tanto
ecologicos como econdmicos, incluso no se tienen registros de ninguna otra especie de
coral que pueda cubrir los beneficios que A. palmata aporta a los arrecifes, por lo que los
esfuerzos por conservar dicha especie mediante distintos estudios y experimentos pueden
generar informacion valiosa para asegurar su conservacion. En el presente trabajo se
observo la estructura, tallas y desarrollo de los gametos presentes en este coral durante
los meses de julio de 2013 a octubre de 2014 abarcando todo ciclo de reproduccion anual,
asi mismo se colectaron embriones de A. palmata para ser sometidos a la técnica de crio-
preservacion . Se colectaron 3 muestras mensualmente durante 12 meses en 3 colonias
de A. palmata en el arrecife “En medio” localizado a unos 9 km frente a la costa de
Tuxpan, Veracruz, México. Con las muestras se realizaron cortes histologicos y tinciones
histoquimicas para observar el desarrollo de los gametos y determinar si existe una
relacion con los meses del afio conforme se aproxima el evento de reproduccion. En
agosto de 2014 se colectaron los embriones de este coral, se impregnaron con DMSO y
agua de mar al 10%, se descendié su temperatura gradualmente hasta 0 °c y fueron
colocados en nitrégeno liquido a -180°c para conservarlos con vida. Este estudio
demostré que la maduracion de los gametos en A. palmata es anual y que dichos
gametos alcanzan su maximo desarrollo en agosto, siendo este el mes cuando se
reproduce sexualmente este coral en esta zona, se demostré que existe una correlacion
positiva excelente entre el desarrollo de los 6vulos a partir de su aparicion en Diciembre y
los 8 meses siguientes conforme se aproxima el evento de reproduccién. La técnica de
crio-preservacion parecio ser mas exitosa en células sexuales que aun no habian sido

fecundadas que en los mismos embriones.
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INTRODUCCION

Los arrecifes de coral hacen importantes aportaciones al ambiente, como la
proteccion a la linea de costa que ofrece ante tormentas y huracanes, favorecen la
produccion de especies de valor comercial, e incluso la captacion de carbono en
virtud de la simbiosis entre los pdlipos de los corales con algas fotosintéticas que
ayudan al proceso de formacién del esqueleto de carbonato de calcio de un gran
namero de especies de corales pétreos, dentro de los cuales se encuentra
Acropora palmata. Aun asi desde hace varias décadas los arrecifes coralinos se
encuentran bajo la presién de una serie de factores que ponen en riesgo su

existencia (Bryant, et al., 1998).

El uso irresponsable de estos hébitats ha provocado un descenso en su
biodiversidad y un aumento en su destruccion por diversos factores como el
turismo, desarrollo urbano y sobrepesca (Richmond, 1993). México no es la
excepcion con respecto a la problematica que enfrentan los corales, y las
condiciones de A. palmata han llegado a ser las mismas a nivel regional. De
hecho las poblaciones de este coral se han visto afectadas de forma considerable
y su area de distribucion ha disminuido dentro de nuestro pais, en donde se
encuentran tres zonas principales: el caribe Mexicano, Suroeste del Golfo de
México y Banco de Campeche. En la zona del suroeste del Golfo de México se

reporta una mortalidad que ocurrio de manera gradual por varios afios a partir de

1



la década de los 70’s (Jordan-Dahlgren y Rodriguez-Martinez, 2003), con pérdidas
en la cobertura de estas especies que van del 50 al 100% entre los afios 1971 y
1989 (Tunnell, 1992), se sugiere como principal causa la enfermedad de la banda
blanca producida por una sinergia entre afectaciones naturales y humanas. Una
situacion similar se presentd en los arrecifes del Banco de Campeche entre los
afios 1997 y 1999, observandose una mortalidad de la mayoria de las colonias de

A. palmata (Jordan-Dahlgren y Rodriguez-Martinez, 2003).

Aungue ya han pasado los afios aln no se cuenta con un registro que indique la
recuperacion de los Acroporidos en los arrecifes Mexicanos, por lo que su
situacion aun continua siendo de riesgo. Existe la teoria de posibles obstaculos
permanentes todavia no descritos que no han permitido la recuperacion de las

colonias de este coral (SEMARNAT, 2011).

México, por su parte y en congruencia con la politica internacional, ha valorado y
reconocido la importancia de proteger esta especie. Desde la creacion y
publicacién de la actual NOM-059-SEMARNAT-2010, Acropora palmata y esta
considerada con un estatus de proteccidn especial, y es bajo este régimen de
proteccion que se determina la necesidad de propiciar la recuperacion y
conservacion de sus poblaciones y habitat, reto complejo debido a la diversidad de
factores que inciden negativamente en su viabilidad como especie (SEMARNAT,

2011).



Una de las principales problematicas es el relativo poco conocimiento que a estas
fechas se tiene con respecto a la distribucion y abundancia exactas de los
Acroporidos en nuestro pais, pues son pocos los trabajos que se han realizado
con respecto a este tema, principalmente en la sonda de Campeche, y en los
arrecifes veracruzanos de Tuxpan y Lobos de donde se tienen algunos datos en
los que se menciona que las poblaciones de A. palmata en el arrecife “en medio”
se encuentran en condiciones aceptables recuperandose de eventos catastroficos
ocurridos en afios previos al estudio (Maruri, 2009). También se confirma la
preferencia de esta especie por la parte somera del arrecife. Ademas las formas
de crecimiento de las colonias indican que la poblacion tiene un importante
componente de reproduccion asexual. Cuando se habla de una distribucion en el
Golfo de México, solo se hace de forma general puesto que aun se desconoce la
ubicacion y extension exactas que Acropora palmata abarca en los arrecifes y aln
no se tiene un diagnostico general de en qué situacion se encuentran dichas

poblaciones (SEMARNAT, 2011).

Aunque no se tiene un diagnéstico exacto de los Acroporidos, si existen
evidencias del deterioro que han tenido las poblaciones de A. palmata en México,
como es la mortalidad masiva que ha afectado a esta especie en toda su area de
distribucion (Jordan-Dahlgren y Rodriguez-Martinez, 2003). A los efectos
negativos ya mencionados tenemos que aunar los efectos globales del cambio

climatico que también estan alterando a las poblaciones de los Acroporidos en



México, lo cual ha provocado fendmenos de blanqueamiento en esta especie,
(Woodley et al., 1996), una reduccion en las tasas de crecimiento, una mayor
incidencia de enfermedades (Jordan- Dahlgren y Rodriguez-Martinez, 2004) y la
constante alteracion por tormentas y huracanes (Jordan-Dahlgren y Rodriguez-

Martinez, 1998).

Al igual que en México, existe un reconocimiento de la importancia y vulnerabilidad
de A. palmata a nivel internacional pues esta considerada como especie en peligro
critico de extincion en el libro rojo de Especies Amenazadas elaborado por la
Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN por sus siglas en
inglés) de acuerdo a la Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies

Amenazadas.

Es bastante evidente que las poblaciones de A. palmata tanto a nivel mundial
como regional se encuentran en grave peligro, y nos encontramos en un punto
crucial y decisivo en la historia de esta especie, por lo que es imperativo el
preservar y asegurar su conservacion, lamentablemente se tiene un conocimiento
solo moderado de la misma, tanto de su situacion poblacional actual como de su
biologia, incluido su ciclo reproductivo sexual el cual es muy importante ya que es
la dnica manera de que exista una combinacién genética que le permita a la

especie una mayor probabilidad de asegurar su existencia y viabilidad.



I. ANTECEDENTES

Los arrecifes de coral son ecosistemas complejos y altamente productivos (Barnes
y Hughes, 1988), considerados como los ambientes marinos con mayor
diversidad, brindan un gran nimero de bienes y servicios ambientales sin contar
ademas con su valor escénico. A. palmata estd considerado como uno de los
principales corales constructores del arrecife y desde un punto de vista ecolégico,
la abundancia de esta especie y su morfologia tipicamente ramificada favorece la
formacién de habitat y refugio para muchos organismos que habitan en el arrecife,

siendo ademas areas de alimentacion para un gran numero de ellos.

Consecuentemente, en torno a estos sitios se forman intrincadas interacciones
entre especies y se establecen flujos de energia complejos. Un ejemplo claro de lo
anterior es la fuerte asociacién que presentan los Acropdridos con los peces de
arrecife tales como meros, pargos, loros, sargentos, angeles, labridos y damiselas
(Itzkowitz, 1977; Gladfelter y Gladfelter, 1978; Lirman, 1999), dentro de los que se
encuentran muchas especies de importancia pesquera. Al igual que los peces,
muchos otros organismos como equinodermos, moluscos, langostas, cangrejos,
tortugas, etc., encuentran refugio y éareas de alimentacion en torno a los

Acroporidos.

Considerando todo lo mencionado anteriormente, la importancia estructural y

ecologica que tiene Acropora palmata para la construccién, mantenimiento y
5



funcién de los arrecifes es Unica, ya que involucra la generacion de una serie de
bienes y servicios, tanto ambientales como econémicos, para el beneficio humano.
Por ende, la pérdida o alteracion de sus poblaciones podrian resultar en una
reduccion significativa de la funcion y estructura del arrecife (Acropora Biological
Review Team, 2005), y lo que es mas, no existe evidencia de que alguna otra
especie de coral posea las mismas caracteristicas de A. palmata para cubrir tales

funciones dentro del ecosistema arrecifal (Bruckner, 2002).

Aln asi esta especie de coral se encuentra amenazada y en peligro de extincion
como consecuencia légica de la adicion de factores de riesgo y del efecto de
perturbaciones simultdneas que estan ocurriendo en los arrecifes (Hughes et al.,
2003), que les impiden a los corales como A. palmata desarrollar de manera
efectiva sus mecanismos de resistencia y de resilencia como comunidad y

ecosistema.

Esta situacion de deterioro en los arrecifes coralinos resulta ser frecuentemente
mas severa en la parte superior de la estructura arrecifal la cual se desarrolla a
baja profundidad, ya que recibe de manera directa y con mayor intensidad los
impactos antrépicos originados por el uso y contaminacion de su habitat como lo
son el encallamiento de embarcaciones asi como el derrame de agentes toxicos
muchas veces ocasionadas por las mismas embarcaciones, las perturbaciones
naturales producidas por tormentas o huracanes y las del cambio climatico por

elevacion de temperatura, irradiaciéon de luz ultravioleta y cambios en el nivel
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medio del mar que de igual manera afectan principalmente la parte somera del

arrecife.

Consecuentemente, los corales del género Acropora, quienes histéricamente han
dominado la parte somera de los arrecifes, se han convertido en especies
altamente vulnerables, ya que permanecen expuestas a una compleja interaccion
de factores de riesgo y una creciente pérdida y deterioro del habitat propicio para
su desarrollo, lo que altera la estructura y dinamica de sus poblaciones

(SEMARNAT, 2011).

Aunado a esto, en afios recientes la navegacion maritima con fines turisticos y de

transporte ha traido consigo una nueva amenaza por la ocurrencia de impactos y
encallamientos en la zona somera de los arrecifes, tanto en el Sistema Arrecifal
Veracruzano como en las costas del Caribe mexicano, lo que causa considerables
dafios a esta especie (SEMARNAT, 2011). Esta compleja interaccion de diferentes
factores de riesgo a los que estan sometidas las poblaciones de A. palmata hacen
cada vez mas vulnerable a esta especie al disminuir su abundancia y presentar un
deterioro de sus parametros poblacionales como puede ser la pérdida de
cobertura por mortalidad parcial, una reduccion de sus tasas de fecundidad pero

sobre todo un bajo reclutamiento sexual.



A. palmata tiene la capacidad de reproducirse de dos maneras distintas:
sexualmente, donde libera sus gametos, tanto masculinos como femeninos de
manera simultanea a la columna de agua en donde se lleva a cabo la fertilizacion,
presentando un mecanismo que inhibe la fertilizacidon entre gametos de un mismo
individuo con lo que se favorece la variabilidad genética, debido a que las
especies del genero Acropora son hermafroditas simultaneas (Wallace et al.,
1986), y de manera asexual que involucra un proceso de fragmentacion el cual
consiste en el desprendimiento de un fragmento de la colonia que vuelve a fijarse
al sustrato para formar una nueva (Highsmith, 1982). Sin embargo este tipo de
reproduccion solo produce un incremento de biomasa pero no contribuye a la

variabilidad genética tan necesaria para afrontar los cambios evolutivos.

Es solo mediante la reproducciéon sexual de A. palmata que se logra una
combinacion genética entre distintos organismos, lo que brinda a su progenie
mayores posibilidades de sobrevivir y adaptarse a nuevas condiciones, siendo
esta Ultima caracteristica algo muy esencial debido a los cambios que se generan
actualmente y que alteran la dinamica de los océanos, existen estudios que
muestran evidencia de que A. palmata presenta la capacidad de adaptarse a
nuevas condiciones como cambios en la temperatura (Bravo, 2013). Mientras
tanto en los Ultimos afios se ha ampliado considerablemente el conocimiento con

estudios controlados por la implementacion de acuarios marinos, que ha servido



para entender procesos que se llevan a cabo en entornos naturales como lo es el

blanqueamiento (Veron, 2000).

Dentro de los pocos estudios enfocados a la preservacion de algunas especies de
corales mediante la preservacion de su material genético se encuentra el trabajo
experimental realizado en Puerto Rico en donde durante la expulsion de gametos
de A. palmata en agosto de 2009 se colectaron muestras de distintas colonias y se
evalué la mejor metodologia para criogenizar espermatozoides y Ovulos para
posteriormente en algunos afos e incluso décadas estos sean fecundados y
reintroducidos al medio marino sin que exista ninguna alteracion en su genoma

(Hagedorn et al., 2012).

Actualmente en México se encuentran realizando estudios en el cual se colectan
gametos femeninos y masculinos de algunas especies de corales, entre ellos
Acropora palmata, con el fin de realizar una fecundacion in vitro en condiciones de
laboratorio y obtener embriones para cultivarlos en viveros y de esta manera
obtener reclutas sexuales y asi posiblemente poder repoblar el Caribe Mexicano
con los reclutas de los corales Orvicella faveolata, Diploria labyrinthiformis y
Acropora palmata que resulten exitosos, todo esto con las limitaciones que implica
el hecho de que la mayoria de estas especies tienen ciclos reproductivos anuales

por lo que el margen de error debe ser minimo (la jornada, 2013).



Es por todo lo mencionado anteriormente que el presente trabajo pretende
estudiar, caracterizar e interpretar el ciclo reproductivo sexual completo de A.
palmata y someter sus embriones a la técnica de crio-preservacion con el fin de
generar nuevos conocimientos y metodologias que ayuden a la preservacion de

esta especie.
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1. OBJETIVOS

OBIJETIVO GENERAL

- Estudiar, caracterizar e investigar un ciclo reproductivo anual de A.
palmata en el arrecife “En medio”, Tuxpan, Ver. y someter sus

gametos a la técnica de crio-preservacion.

OBIJETIVOS PARTICULARES

Estudiar la formacion, desarrollo y maduracién de gametos mediante
técnicas histologicas, tinciones histoquimicas y captura de imagenes
durante julio de 2013 a octubre de 2014.

Caracterizar el ciclo reproductivo en los gametos femeninos de A.
palmata

Investigar la relacion entre el desarrollo de los gametos femeninos en A.
palmata y su temporalidad en base a un andlisis estadistico.

Colectar embriones de A. palmata para someterlos a la técnica de crio-

preservacion.
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V. MATERIAL Y METODOS

4.1 Area de estudio

El arrecife “En medio” ubicado al noreste del estado de Veracruz se encuentra a
una distancia de 9 km de la costa de Tuxpan (Figura 1). Este arrecife es de tipo
plataforma emergente, abarca 500 m de longitud y 1,100 m de anchura con una
profundidad que va desde los 0 a 24 m (Tunell et al., 2010). Las colonias de A.
palmata fueron halladas en las coordenadas 21° 04’ 51.10" N y 97° 15’ 26.12” O,

en la parte de barlovento a 3 m de profundidad aproximadamente.

000N 200N VBN

L1°U™

STTITW QF200W 7w oUW

Figura 1. Ubicacion geogréfica del arrecife “En medio” dentro del Sistema Arrecifal
Tuxpan, SAT. También se observa el SALT: Sistema Arrecifal Lobos — Tuxpan para un
panorama mas completo.
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4.2 Extraccion de las muestras

Durante la primer salida de campo para este proyecto en el mes de julio de 2013
se identificaron y marcaron 3 colonias de A. palmata con el fin de obtener todas
las muestras de las mismas colonias. La colecta se realizO generalmente de
manera mensual mientras las condiciones lo permitieron, dichos meses fueron:
julio, agosto, octubre, noviembre y diciembre de 2013 y febrero, marzo, abril,
mayo, julio, agosto (después de confirmar la ocurrencia del evento de
reproduccion) y octubre de 2014, este ultimo mes se muestreo con la finalidad de
comparar los resultados obtenidos en las mismas fechas del afio anterior.
Utilizando equipo de buceo libre, se colectaron 2 fragmentos de 2 cm?
aproximadamente de cada una de las 3 colonias, las muestras fueron extraidas
con la ayuda de un cincel (Costa et al., 2004), esto se hizo durante todos los
meses en que se desarroll6 el proyecto. Los fragmentos se colocaron
cuidadosamente en tubos “Corning” de 50 ml con paraformaldehido (PFA) diluido
al 4% en agua de mar para ser transportados al laboratorio de Evolucion y
Embriologia de la Facultad de Ciencias Biologicas y Agropecuarias de la

Universidad Veracruzana.
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4.3 Fijacion y desmineralizacion

Para el proceso de fijacion del tejido se colocaron las muestras en una nueva
solucién de paraformaldehido al 4% con agua de mar durante un minimo de 12
horas, posteriormente para el proceso de desmineralizacion cada una de las
muestras fue puesta en 500 ml de &cido acético diluido al 10% en agua destilada
durante 24 horas (Anexo 6.1). Trascurrido ese tiempo se reemplazé todo el acido
acético saturado por otros 500 ml de acido acético nuevo y se mantuvo durante 4
horas mas obteniendo asi un tejido totalmente descalcificado. Posteriormente se
post-fijaron las muestras de este tejido en formaldehido diluido al 4% en agua
destilada y se procedi6 a la técnica de inclusion en parafina para la identificacién

de gametos mediante cortes histologicos.

4.4 Cortes histolégicos

Una vez obtenido el tejido descalcificado este fue sometido al método de
inclusion en parafina (Anexo 6.2). Cuando las muestras se consideraron
totalmente preparadas se montaron verticalmente en rejillas especiales para
cortes en parafina y se realizaron cortes longitudinales de 10 p con la ayuda de
un microtomo LEICA RM2125RTS para cortes en parafina (Anexo 6.3). Los
cortes histologicos fueron colocados en un recipiente con agua de la llave a

una temperatura de 55°c para ser estirados y posteriormente montados en
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porta objetos previamente preparados con un recubrimiento de poli-L-lisina

para una mejor fijacion del tejido.

4.5 Tincion histoquimica y captura de imagenes

Se utilizaron porta objetos esmerilados previamente recubiertos con en poli-L-
lisina (Sigma) y cada corte de la muestra fue colocada en ellos, posteriormente
fueron tefiidos mediante la técnica Hematoxilina-eosina (Anexo 6.4), finalmente
se montaron los porta objetos con las muestras tefiidas con ayuda de un poco
de resina y un cubre objetos. Una vez tefiidas y montadas las muestras se
procedio a la captura de imagenes de cada una de ellas con una camara digital
“Canon Power Shot A490 de 16 mpx” (Anexo 6.5) para su posterior analisis e

interpretacion.

4.6 Ciclo reproductivo en gametos femeninos (6vulos)

Se consideré el tamafio de las gonadas femeninas como un indice adecuado de la
relativa madurez reproductiva de las colonias (Ch, E. M., 1981). Ahora bien, con el
fin de obtener el crecimiento maximo promedio por mes de los évulos, se midieron
solamente los gametos femeninos considerados mas grandes presentes en cada
muestra. A fin de estandarizar la obtencion del "tamafio maximo de gonadas" se

midieron las 4 mas grandes de cada "seccion" (3 secciones por muestra), lo que
15



representa un total de 12 gbénadas por colonia (3 colonias), 36 por mes (12 meses)
y 432 por afo. El tamafio de las estructuras sexuales se consider6 como el
promedio entre el diametro mayor y el diametro perpendicular a éste, todo esto
con el fin de determinar en qué momento se inicia y cual es el tiempo de duracion
de la ovogénesis en los gametos de las colonias de A. palmata en el arrecife “en

medio” de Tuxpan, Veracruz.

4.7 Correlacion tallas-meses en los 6vulos

Para encontrar si existia una correlacion entre las tallas de los 6vulos y los meses
en las que estas se presentaron se realizé un analisis estadistico, primeramente
los meses muestreados fueron enumerados con el fin de tener una secuencia y
orden bioldgico con respecto al ciclo reproductivo de los gametos femeninos de A.
palmata partiendo desde la aparicién de dichos gametos quedando de la siguiente
manera: 1.- Diciembre; 3.- Febrero; 4.- Marzo; 5.-Abril; 6.- Mayo; 8.- Julio; 9.-
Agosto. Se realizd un analisis estadistico mediante una “correlacién” la cual nos
resume el grado de intensidad entre dos variables, en este caso las “tallas” de los
ovulos y los “meses” en los que éstas se presentaron; primero se realizé una
prueba de Shapiro para asumir 0 no normalidad, posteriormente al comprobarse
una distribucion normal se utilizd la prueba de Pearson “producto-momento” la
cual es una correlacién que se utiliza en una situacion como esta, es decir; tener
una distribucion normal y paramétrica con dos variables cuantitativas, todo lo

anterior se realiz6 con ayuda del programa “R” versién 3.0.0
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4.8 Crio-preservacion de embriones

En agosto de 2014 se colectaron los embriones de A. Palmata para someterlos a
la técnica de crio-preservacion. Para capturarlos se realizaron salidas nocturnas
después de la luna llena de ese mes hasta coincidir con el dia de la liberacién de
gametos lo cual ocurrié cuatro dias después, una vez logrado esto e iniciado el

proceso de liberacion de los gametos:

1.- Se capturaron los embriones con la ayuda de una red de fitoplancton (Figura 2
A), fueron colocados en frascos con agua de mar (figura 2 B) y se transportaron al

laboratorio de Evolucion y Embriologia donde ya se contaba con los materiales

necesarios (mencionados mas adelante) para someterlos a esta técnica.

Figura 2: A) Red de fitoplancton con la cual se capturaron los embriones, B) Frasco en
donde se transportaron los embriones en agua de mar.
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2.- Con ayuda de pipetas graduadas se separaron los embriones colectados de los
frascos en donde fueron transportados y se colocaron en agua de mar limpia, esto
con el fin de reducir la cantidad de material biologico (espermatozoides
principalmente) (Figura 3 A), posteriormente se utilizé DMSO haciendo una
solucion al 10% con agua de mar (Figura 3 B) y se vacio en los crio-tubos en

donde se colocaron los embriones durante 20 minutos (Figura 3 C) con el fin de

permeabilizar a las células con esta solucion.

Figura 3: A) separacion de los embriones con ayuda de pipetas graduadas, B) DMSO,
C) inmersion de los embriones en la solucion al 10% de DMSO y agua de mar.
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3.- Posteriormente se descendié de manera gradual la temperatura de los
embriones colocandolos en un congelador hasta alcanzar la temperatura

aproximada de -20°c y asi poder colocarlos, como paso final, en nitrégeno liquido

en donde se conservaron a una temperatura de -180°c (Figura 4).

Figura 4: Ay B) inmersién de los embriones en Nitrégeno liquido.

4.- Para la descongelar y medir el éxito en la crio-preservacion de los embriones
se tomo un crio-tubo con las muestras y se colocd en agua a una temperatura de
30°C hasta que volvi6é a su estado liquido, posteriormente se colocé el contenido
del crio-tubo en agua de mar filtrada y se analizé la muestra por medio del

microscopio Optico para verificar el éxito obtenido.
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V. RESULTADOS

5.1 Caracterizacion mediante histologia, tincion histoquimica e imagenes.
Durante todo el estudio se obtuvieron y analizaron un total de 324 muestras de
cortes histolégicos, a saber, 9 muestras mensuales de cortes histologicos de

cada colonia (3 colonias) por 12 meses.
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Imagenes de la colonia “A” de julio de 2013: esta colonia, probablemente al ser
la que mayor cantidad de tejido vivo presentd dentro de las tres colonias que se
muestrearon, fue en la que se observé mayor presencia de gametos con respecto
a las otras dos (Figura 5), en la parte “A” de la Figura se pueden observar
claramente los gametos femeninos rodeados de sacos espermarios, los cuales
contienen dentro de si a los espermatozoides como el que se sefiala en la parte
“‘B” de la Figura, se encontraron ovarios completos dentro de los cuales se
observan perfectamente a sus 6vulos como se muestra en la parte C y D de la
Figura, las tallas de éstos gametos (6vulos) oscilo entre 575 — 625 y para esta

colonia .

Figura 5: A) 6vulos rodeados de espermarios, B) saco espermario sefialado con la
flecha negra, C) cuatro ovarios con 6vulos sefialados con flechas azules, D) un ovario
con 6 6vulos aproximadamente sefialado con la flecha azul, aumento(10X).
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Imagenes de la colonia “B” de julio de 2013: en esta colonia se observé una
mayor cantidad de gametos masculinos con respecto a los gametos femeninos
(Figura 6), pues los espermarios superaron a los ovarios y 6vulos en cuento a su
presencia como se puede observar en la Figura, los 6vulos estan sefialados con
las flechas negras y los espermarios con las flechas, la presencia de ambos tipos
de gametos se observo en el 100% de todas las muestras tomadas y analizadas,
las tallas de los 6vulos oscilaron entre las 550 — 620 p en esta colonia para este

mes.

Figura 6: A) sacos espermarios (flechas blancas), ovarios con sus respectivos 6vulos
(flechas negras) aumento (10x).
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Imagenes de la colonia “C” de julio de 2013: al igual que en las colonias Ay B
en la colonia “C” también se observo la presencia de gametos femeninos como
masculinos (Figura 7) aunque la presencia de ambos tipos de gametos a simple
vista fue menor con respectos a las colonia A y B, se lograron observar
claramente las estructuras de sus gametos como son los espermarios (Figura 7 A
y B) y los 6vulos rodeados de espermarios (Figura 7 C), las tallas de los 6vulos en

esta colonia durante este mes fue de 550 — 600 L.

B

Figura 7: A y B) estructuras identificadas como sacos espermarios, dentro de los cuales
se encuentran los espermatozoides, C) cuatro 6vulos sefialados con las flechas blancas
rodeados de sacos espermarios sefalados con la flecha negra, aumento (10x).
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Imagenes de la colonia “A” de agosto de 2013: en este mes los gametos
femeninos (6vulos) y masculinos (espermarios) se observaron de manera mas
clara (Figura 8) ya que los ovarios y sus ovulos se lograron apreciar con mayor
facilidad que el mes anterior obteniéndose imagenes mas nitidas como se muestra
en la Figura, en donde se observa claramente la estructura de un évulo (Figura 8
A) y espermatozoides tefiidos en color violeta dentro de los sacos espermarios

(Figura 8 B), las tallas de los 6vulos oscilaron entre 600 — 650 .

Figura 8: A) un 6vulo en donde se puede observar su centriolo (flecha blanca), B)
espermatozoides sefialados con la flecha negra y tefiidos en color violeta debido a la
tincion Hematoxilina-Eosina encontrados dentro de los sacos espermarios, aumento (40x).
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Imagenes de la colonia “B” de agosto de 2013: durante este mes también se
observd un aumento en las tallas y la cantidad de gametos femeninos y
masculinos en esta colonia (Figura 9), también se observé que la cantidad de
ovulos con respecto a la cantidad de sacos espermarios fue casi similar como se
muestra en la imagen (Figura 9 A) en donde los ovarios con sus respectivos
ovulos estan sefialados con las flechas blancas y los sacos espermarios con las
flechas negras, la situacidon fue similar en todas las muestras analizadas como se
muestra en la parte “B” de la Figura 9, las tallas de los 6vulos durante este mes

oscilaron entre 600 — 650 .

Figura 9: A) ovarios y sus évulos sefialados con flechas blancas rodeados de sacos
espermarios sefialados con flechas negras, aumento (4x), B) tres 6vulos (flecha blanca)
con sacos espermarios a su lado (flecha negra), aumento (10x).
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Imagenes de la colonia “c” de agosto de 2013: Ila colonia “C” no fue la
excepcion con respecto al aumento en tallas y presencia de gametos femeninos y
masculinos con respecto a los resultados obtenidos un mes atras (Figura 10),
pues al igual que las colonias A y B se observd un aumento en las tallas de sus
gametos observados en este mes que quedo expuesto en todas las muestras
analizadas, estas tallas oscilaron entre 620 — 675 L, las estructuras de los
gametos fueron mas faciles de identificar como se muestra en la figura donde se
observan tres ovarios juntos con 3 évulos aproximadamente en cada uno de ellos
(Figura 10 A), también se observaron sacos espermarios (marcados con flechas
blancas) rodeando a los 6vulos como se muestra en la parte B de la Figura en
donde se puede observar que el tejido del mesenterio se ha adelgazado lo cual es

indicio de maduracion.

Figura 10: A) 3 ovarios maduros (flechas negras), B) 6vulos (flechas negras) y
espermarios maduros (flechas blancas), aumento (10x).
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Imagenes de la colonia “A” de octubre de 2013: no se observo ningun tipo de
gameto femenino presente, pues en la mayoria de las muestras solo se observo
tejido solamente. En cuanto a los gametos masculinos, se encontré que estuvieron
casi ausentes en su totalidad pues solo se encontraron unos pocos espermarios
en donde solo sobresalia el tejido que le da soporte a dichos espermarios
(mesénquima) como se puede observar en la Figura 11 parte B y C. Octubre es el
mes inmediato posterior al evento de reproduccién el cual ocurre en agosto y en

algunos casos un evento tardio en septiembre.

Figura 11: A) tejido sin presencia de gametos, aumento (10x) B y C) espermarios que
podrian encontrarse en proceso de reabsorcion, aumentos (4x y 40x respectivamente).
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Imagenes de la colonia “B” de octubre de 2013: el panorama para esta colonia
fue muy parecido al que se encontré en la colonia A debido a que solo se observo
una pequefa cantidad de espermarios y en tallas que aunque no fueron medidas
parecian pequefias a simple vista con respecto a las observadas en los meses
previos al evento de reproduccion, en la mayoria de las muestras el tejido se
encontrd casi ausente de gametos como se observa en la Figura 12 parte Ay solo

se observaron zooxantelas en el tejido (Figura 12 A).
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Figura 12: A) tejido con poca presencia de gametos masculinos y en tallas consideradas
como pequefias, aumento (4x), B) zooxantelas observadas en el tejido, aumento (40x).
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Imagenes de la colonia “C” de octubre de 2013: en esta colonia se encontraron
numerosos gametos masculinos (espermarios), sin embargo todos ellos en las
mismas condiciones que en las colonias A y B (Figura 13). También se observa la
presencia de lo que parecen nuevos gametos en desarrollo (Figura 14 Ay B) en

donde se puede apreciar su punto de crecimiento con respecto al mesénquima.

Figura 13: A) tejido de un polipo con presencia de gametos masculinos en tallas
consideradas como pequefias con respecto a los mismos gametos en estado de madurez,
aumento (4x).
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Figura 14: Ay B) tejido con presencia de lo que parecen nuevos gametos masculinos
en desarrollo, aumento (10x).
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Imagenes de la colonia “A” de noviembre de 2013: se sigue observando la
presencia de gametos masculinos que a simple vista aparecen en cantidades
relativamente pequefias en comparacion con los resultados observados en los
meses previos al evento de reproduccion, se puede decir lo mismo con respecto a
las tallas (Figura 15), la presencia de gametos femeninos ha desaparecido en su

totalidad pues en la Figura solo observamos tejido y algunos gametos masculinos,

tal y como sucedio el mes anterior.
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Figura 15: A y B) espermarios agrupados sefialados con flechas negras en medio del
tejido de los pdlipos, aumento (10x).
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Imagenes de la colonia “B” de noviembre de 2013: en este mes la cantidad de
gametos masculinos, la cual a simple vista fue muy baja durante el mes anterior a
descendido y solo se encuentran sacos espermarios muy pequefios comparados
con los observados previamente al evento de reproduccion, éstos se encuentran
dispersos en todas las muestras (Figura 16 A), las tallas parecen a simple vista
seguir disminuyendo y ya no es tan facil identificar estas estructuras (Figura 16 B),
los gametos femeninos asi como toda estructura relacionada con ellos siguen
siendo totalmente ausentes. Las imagenes dentro de la figura son representativas

de las condiciones observadas en la colonia durante este mes.

Figura 16: A) tejido con muy pocos espermarios visibles, B) espermarios con tallas
consideradas como muy pequefias, aumentos (10x y 40x respectivamente).
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Imagenes de la colonia “C” de noviembre de 2013: con respecto a los gametos
femeninos las condiciones durante este mes para esta colonia no fueron diferentes
a las observadas en las colonias A y B durante este mes ni el anterior, pues
tampoco se encontraron Ovulos en las muestras ni ningun tejido o estructura
semejante a ellos, en general el tejido de todas las muestras fue casi carente de
ningun tipo de gametos (Figura 17 A) y solo se observaron unos pocos sacos

espermarios como se puede observar en la parte B de la Figura 17.

Figura 17: A) tejido con total ausencia de gametos, aumento (40x) B) sacos espermarios
con estructura degradada, aumento (10x).



Imagenes de la colonia “A” de Diciembre de 2013: este es el primer mes
posterior al evento de reproduccion en donde se observo la presencia de gametos
femeninos, se identificaron los primeros 6vulos con tallas muy pequefias que se
encontraban entre 70 - 85 p con la pared del mesénquima que los recubria muy
gruesa (Figura 18). Incluso se identificé el primero ovario completo de tamafio muy
pequefio con sus respectivos Ovulos dentro de si (Figura 19 A). Los gametos
masculinos en esta colonia no presentaron diferencias importantes con respecto a

las del mes anterior.

Figura 18: Ay B) évulos en desarrollo, su talla es pequefia (70-85y) y las paredes que
lo recubren aun son gruesas. C y D) el mismo ovulo (flecha blanca en D) en distintas
escalas que nos permiten darnos una idea de la talla de los primeros 6vulos, aumentos: A,
By C) 40x, D) 10x.
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Figura 19: A) primer ovario identificado con 4 évulos aproximadamente dentro de él, el
ovulo con la estructura mejor formada se encuentra marcado por la flecha blanca, B) dos
Ovulos sefialados con la flecha blanca doble. C) dos 6vulos muy préximos probablemente
provenientes del mismo ovario sefialado con la flecha blanca doble, aumento (40x).
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Imagenes de la colonia “B” de Diciembre de 2013: al igual que en la colonia A,
fue durante este mes que se comenzaron a observar los primeros gametos
femeninos en esta colonia (Figura 20), los cuales como se puede observar, tienen
una aspecto de inmadurez que se ve reflejado en sus tallas que van de las 75 a
las 80 p y en las paredes muy gruesas del mesénquima que los recubre. Las tallas
y el nUmero de los espermarios comienzan a aumentar, esto se puede apreciar a

simple vista en todas las muestras (Figura 21).
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Figura 20: A) ovario identificado con 4 évulos aproximadamente dentro de él, la pared
gue lo recubre es muy gruesa. B) dos Ovulos juntos de distintas tallas. C) 6vulo que
muestra lo grueso de sus paredes en esta etapa temprana, aumento (40Xx).
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Figura 21: A) sacos espermarios observados, los cuales aumentaron en cuanto a
presencia y muy posiblemente en tamafio con respecto a los meses observados
anteriormente posteriores al evento de reproduccion, aumento (40x).
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Imagenes de la colonia “C” de Diciembre de 2013: en esta colonia aun no se
observaron gametos femeninos como se hizo en las otras dos ni ninguna
estructura o tejido que se le pareciera, Con respecto a los gametos masculinos en
los sacos espermarios se identificaron lo que bien podria ser la presencia de
nuevos gametos que se encontraban en desarrollo (Figura 22), estas estructuras
son visiblemente de tallas muy pequefas y se puede observar su conexion con el
mesénquima, situacién que no es visible en los gametos masculinos de tallas mas

grandes.
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Figura 22: A) tres sacos espermarios en posible desarrollo, B) saco espermario donde
se observa su conexién con el mesénquima, aumento (40x).
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Imagenes de la colonia “A” de Febrero de 2014: durante este mes ya se
pudieron observar sin ningun problema ambos tipos de gametos (Ovulos y
espermarios). También se observan estructuras completas de ovarios con sus
respectivos ovulos (Figura 23 B) los cuales en este mes ya presentan pequefas
diferencias en sus tallas (figura 23 A) sin que ningun Ovulo alcanzara la talla
maxima observada para estos gametos. Los espermarios también han aumentado
en tamafio y nimero segun se pueden observar y es muy comun observarlos

rodeando a algunos oOvulos (figura 23 A), las tallas maximas para los 6vulos en

este mes fueron de 107 — 115 p.

Figura 23: A) espermario sefialado con la flecha negra muy cerca de un évulo sefialado
con la flecha blanca, aumento (40x), B) ovario con 6 6vulos aproximadamente de distintas
tallas (107-115 ) sefialado con la flecha blanca, aumento (10x).
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Imagenes de la colonia “B” de Febrero de 2014: la situacién de esta colonia y la
colonia A han sido muy parecidas durante todo el muestreo y este mes no fue la
excepcion pues igual que en la muestra A aqui también se observo un aumento
en la talla de los ovulos las cuales tuvieron maximas de 110 — 120 p observados
individualmente, asi como de los ovarios que contienen a los 6vulos (Figura 24 A).
Los espermarios también presentaron un aumento en sus tallas como se observa

en la Figura 20 parte B.

Figura 24: A) ovario con cuatro évulos aproximadamente con tallas un poco diferentes
entre si (110-120 ), B) dos sacos espermarios que a simple vista han aumentado de
talla con respecto a los primeros meses posteriores al evento de reproduccion, aumentos
(40x).
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Imagenes de la colonia “C” de Febrero de 2014: es durante este mes cuando
se observan por primera vez los gametos femeninos en esta colonia después del
evento de reproduccion, los cuales se presentan de manera constante en toda la
muestra, sus tallas maximas fueron de 80 — 110 p (Figura 25 A), estos oOvulos
fueron menores en cuanto a talla y presencia con respecto a los gametos
masculinos de la misma muestra y los gametos femeninos de las muestras A y B.
En los espermarios de esta colonia se observa un aumento en su presencia

(Figura 25 B), sin embargo en cuanto a las tallas los cambios que se observan son

pequefios con respecto a los espermarios de las colonias Ay B.

Figura 25: A) primer 6vulo observado en esta muestra, B) sacos espermarios que han
aumentado de talla con respecto a los primeros meses posteriores a la reproduccion,
aumentos (40x).
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Imagenes de la colonia “A” de Marzo de 2014: se registré el mayor aumento en
la talla de las génadas hasta el momento, principalmente en las femeninas, pues
se observdé en este mes que las tallas maximas de los Ovulos en todas las
muestras aumentaron su talla considerablemente, alcanzando las 320 — 380 p
(Figura 26) lo cual fue un aumento en las tallas nunca antes registrado. El tamafio
de las génadas masculinas aunque no se registré la medida exacta también ha

aumentado pero el aumento en talla de los évulos es mas evidente puesto que

estos siempre han sido de tallas mas grandes que los espermarios.

Figura 26: A) 6vulo y espermario de tallas similares (320-380 ), aumento (40x) B y C)
ovulos que han aumentado su talla (380 p) rodeados de espermdrios en la misma
situacion, aumento (10x).
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Imagenes de la colonia “B” de Marzo de 2014: tanto los gametos femeninos
como masculinos en esta colonia también presentan un aumento en sus tallas, sin
embargo no en la misma proporcidon que en la colonia A con respecto a los
gametos femeninos lo cual queda expuesto en sus tallas ya que los valores
maximos alcanzados fueron de 320 a 370 u en los 6vulos (Figura 27 Ay B). Los

espermarios continuaron con su aumento en sus tallas lo cual es evidente a simple

vista (Figura 27 C).

Figura 27: A) dos 6vulos con madurez suficientes para apreciar su nicleo, aumento
(40x). B) Ovulos que han aumentado su talla (370 p, flecha blanca) rodeados de
espermarios en la misma situacion (flecha negra), C) grupo de sacos espermarios,
aumentos (10x).
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Imagenes de la colonia “C” de Marzo de 2014: el aumento en el tamafio de los
gametos femeninos es progresivo pero no tan avanzado como sucede en la
colonias A y B, se observa a los 6vulos con un aumento en sus tallas (Figura 28)
sin llegar a ser considerado ninguno de estos como maduros aun, las tallas
maximas fueron de 280 a 320 u. Los espermarios sin embargo han presentado un
aumento similar a las muestras A y B y en algunos de ellos se observan
caracteristicas similares a las de gametos en plena madurez y listos para el evento

de reproduccion como es el adelgazamiento de sus paredes (Figura 29).

Figura 28: Ay B) 6vulos con un pequefio aumento en sus tallas (320 u), en algunos de
ellos ya es visible el nucleo, aumentos (40x).

44



Figura 29: A) espermario que ha presentado un cambio en su tamafio con respecto a los
meses anteriores, aumento (40x).
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Imagenes de la colonia “A” de Abril de 2014: el aumento en la talla de los
gametos femeninos de manera general no fue tan elevado en esta colonia como el
mes pasado, las tallas maximas en los évulos fue de 420 — 480 y, sin embargo si
existio un aumento en el numero de 6vulos que elevaron su talla (Figura 30) y las
proporciones de 6vulos con respecto a los espermarios que pueden llegar a ser

considerados como maduros 0 muy proximos a esta etapa ha comenzado a

homogenizarse (Figura 31 Ay B).

Figura 30: ovario con tres évulos (flechas blancas) de tallas parecidas (420 — 480 W) y
consideradas como muy préximas a su estado de madurez, aumento (40x).
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Figura 31: A) dos 6vulos de tallas relativamente iguales (420 — 480 W) consideradas
como muy préximas a su estado de madurez, se puede observar en uno de ellos el
centriolo. B) sacos espermarios, aumentos (40x).
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Imagenes de la colonia “B” de Abril de 2014: la condiciones observadas en esta
colonia fueron muy parecidas a las de la colonia A puesto que también existié un
aumento muy pequefio en el tamafio de las gonadas femeninas con respecto al
mes anterior, las tallas maximas de los 6vulos durante este mes fueron de 420 —
460 p. Los gametos masculinos también han presentado un aumento en sus tallas
muy pequefio y poco considerable y la proporcion de gametos tanto femeninos

como masculinos considerados como proximos al estado de madurez comienza a

ser igual (Figura 32).

Figura 32: A y B) évulos de tallas relativamente iguales (420 — 460 p) y consideradas
como muy proximas a su estado de madurez, se puede observar en uno de ellos el
centriolo dentro del cuadro B, C) espermarios que claramente han aumentados sus tallas
y proximos al estado de maduracion, aumento (40x).
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Imagenes de la colonia “C” de Abril de 2014: del mismo modo que ha ocurrido
en los meses anteriores, el tamafio en las goénadas sigue aumentando de forma un
poco retrasada con respecto a las muestras A y B pero su desarrollo es de manera
constante y se observa una homogenizacion entre el nUmero de espermarios
considerados como maduros o préximos a este estado y el nimero de 6vulos con

estas mismas caracteristicas, las tallas maximas de éstas gonadas durante este

mes fueron de 380 - 440 p (Figura 33).

Figura 33: A) espermarios con tallas parecidas al mes anterior (380-440u) C) ovulo
aumentado en tallas (440p) y proximo al estado de maduracion, aumento (40x).
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Imagenes de la colonia “A” de Mayo de 2014: durante este mes el aumento en
las tallas de los gametos femeninos ha llegado a ser muy elevada con respecto a
sus inicios y las condiciones muy homogéneas entre los gametos femeninos y
masculinos considerados como maduros en cuanto a estructura y tamafio (Figura
34). A estas alturas podria considerarse a los gametos femeninos y masculinos de
al menos esta colonia como iguales a los que se encuentran ya en estado de
maduracion, las tallas maximas de los 6vulos registradas en esta colonia fueron de

475 — 520 .

Figura 34: Ay B) évulos (flechas blancas) y espermarios con tallas muy parecidas a las
registradas durante el evento de reproduccion del afio anterior (475-550 p), aumentos
(10x).
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Imagenes de la colonia “B” de Mayo de 2014: durante este mes por primera vez
se observaron diferencias con respecto a la colonia A que a la fecha habian
presentado condiciones muy similares en las tallas de sus gonadas, pues el
aumento en las tallas para los gametos femeninos principalmente pero también
masculinos parece haberse quedado suspendido puesto que las imagenes (Figura
35) muestran tallas muy similares a las presentadas en esta colonia un mes atras,

estas tallas maximas en los évulos fue de 400 — 450 p.

Figura 35: A y B) 6vulos y espermarios con tallas (400-450 u) consideradas como
iguales a las encontradas un mes atras en esta misma colonia, aumento (40x).

51



Imagenes de la colonia “C” de Mayo de 2014: en este mes el tamafio de los
ovulos observados si tubo cambios evidentes en lo que a tallas se refiere, al
menos con respecto a los gametos femeninos pues aunque el aumento en las
tallas de estos gametos estuvo presentes durante todos los meses anteriores, el
cambio durante este mes fue evidente presentando tallas maximas de 450 — 500
U, tallas muy parecidas a las de la colonia A como lo muestra la Figura 36. Los
gametos masculinos fueron considerados como bajos en el aumento de talla pero

si muy cercanos a la maduracion.

Figura 36: A) ovarios con tres 6vulos cada uno, mismos que presentan tallas distintas
individualmente (450-500 ). B) espermarios, aumentos (10x).
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Imagenes de la colonia “A” de julio de 2014: el tamafio de los gametos
femeninos y masculinos parecen a simple vista mantenerse estables con respecto
al mes anterior, las tallas maximas para los évulos fue de 550 — 625 u (Figura 37).
Los espermarios se pueden apreciar muy facilmente durante este mes y los 6vulos
se pueden identificar incluso sin la necesidad del microscopio ni de cortes

histolégicos (Figura 38).

Figura 37: A) ovario con tres 6vulos que se pueden apreciar faciimente debido a sus
tallas (550 — 625 W), lo mismo ocurre con B) tratindose de dos sacos espermarios. Estas
iméagenes son representativas de las condiciones observadas en esta colonia para este
mes, aumentos (40x).

Figura 38: A") évulos en tallas suficientes para que se puedan apreciar sin ayuda del
microscopio (625 p aproximadamente).
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Imagenes de la colonia “B” de julio de 2014: las condiciones en cuanto a tallas
vuelven a ser muy parecidas a las que se observan en la colonia A tal y como
sucedia anteriormente alcanzando maximas de 550 — 620 p. Los Ovulos y los
espermarios se pueden observar con toda facilidad en los cortes histologicos

observados como se muestra en las imagenes (Figura 39).

Figura 39: A) ovario con cuatro 6vulos en lo que parece ser, son sus tallas maximas
(550 — 620 p) igual que B) donde se observa un saco espermario, aumentos (40x).
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Imagenes de la colonia “C” de julio de 2014: en esta colonia y a pesar de ser la
tltima en la que se observo la presencia de gametos femeninos después del
desove, ambos tipos de gametos ya se encuentran en las mismas tallas y
condiciones que las colonias A y B presentan (Figura 40), con tallas maximas de
550 — 600 p observandose ambos tipos de gametos con la misma facilidad que en

las colonias de coral antes mencionadas.

Figura 40: A) ovario con cinco 6vulos en donde se le puede observar el centriolo al
gameto central, B) saco espermario, aumentos (40x).
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Imagenes de la colonia “A” de Agosto de 2014: después del evento de
reproduccion al parecer todos los gametos femeninos fueron expulsados y la
mayoria de los gametos masculinos, como se puede observar en la Figura 41
parte A y B en donde solo se observa el tejido de los pélipos sin ningln tipo de

gameto aparente ni estructuras o tejidos similares.

Figura 41: A y B) tejido sin gametos. Estas imagenes son representativas de toda la
muestra, aumentos (4x).
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Imagenes de la colonia “B” de Agosto de 2014: al igual que ocurrié en A las
muestras observadas solo mostraron tejido sin gametos aparentes como se
muestra en la parte B de la Figura 42, solo en algunos casos se observé la
presencia de lo que parecen estructuras similares a espermarios como lo indican

las flechas en la parte A de la Figura, no se observé ningn gameto femenino.

Figura 42: A) aparentes espermarios rodeados de tejido (flechas negras). B) tejido sin
ningun tipo de gametos, aumentos (4x).
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Imagenes de la colonia “C” de Agosto de 2014: es en esta colonia en donde se
observaron lo que parecian gametos masculinos y restos de ellos con mayor
frecuencia, sin embargo en tallas pequefias como se muestra en la Figura 43 en
donde hay dos imagenes distintas (A y B) con posibles espermarios sefialados con
las flechas negras. Ambas imagenes son representativas de las condiciones que

se presentaron en todos los cortes histolégicos de las muestras durante este mes.

Figura 43: A y B) tejido con posibles gametos masculinos (flechas negras) en tallas
visiblemente mas pequefias a las encontradas previamente al evento de reproduccion,
aumento (10x).

58



Imagenes de las colonias “A, B y C” de Octubre de 2014: estas muestras
fueron colectadas con la Unica finalidad de repetir el muestreo durante el mismo
mes del afo anterior y confirmar los mismos resultados, los cuales fueron
efectivamente muy similares pues al igual que en el afio anterior los gametos
femeninos son totalmente ausentes en todas las muestras de las tres colonias de
corales, se puede observar el corte transversal de un pélipo entero sin ningun
rastro de gametos femenino, sin embargo si se encontraron lo que parecen ser
restos de espermarios (Figura 44), las condiciones no fueron diferentes para las

colonias By C (Figuras 45y 46).

Figura 44: A) imagen representativa de las condiciones de la colonia A en donde los
gametos femeninos son totalmente ausentes, aumento (4x).
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Figura 45: B) imagen representativa de las condiciones de la colonia B en donde los
gametos femeninos son totalmente ausentes, se observan restos de gametos masculinos,
aumento (4x).

Figura 46: B) imagen representativa de las condiciones de la colonia C en donde los
gametos femeninos son totalmente ausentes pero se observan restos de gametos
masculinos, aumento (4x).
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5.2 Ciclo reproductivo en gametos femeninos (6vulos)

En las Figuras 47 a 49 se observa que el ciclo reproductivo en los gametos
femeninos de A. palmata es anual y que los 6vulos alcanzan su maxima talla (600
a 675 ) en el mes de agosto y para el mes de septiembre todas las gonadas
femeninas y la mayoria de las masculinas han desaparecido, lo que indica que es
en este periodo cuando se lleva a cabo el desove y evento de reproduccion. El
nuevo grupo de ovulos inmaduros (menores a 100 u) aparece en diciembre, este
nuevo grupo de gonadas crece a un ritmo mas o menos constante durante los
proximos 8 meses siguientes que culmina en agosto al alcanzar sus tallas
maximas repitiéndose nuevamente el ciclo. Es solo en el periodo febrero-marzo
que se aprecia un aumento mas elevando en las tallas de los 6vulos de las 3

colonias con respecto al resto del ciclo reproductivo de las mismas.
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Figura 47: Desarrollo en micras de las génadas femeninas en la colonia A durante el
muestreo. Las 4 lineas pertenecen a 4 tallas maximas medidas en distintos évulos.
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Figura 48: Desarrollo en micras de las gbénadas femeninas en la colonia B durante el
muestreo. Las 4 lineas pertenecen a 4 tallas maximas medidas en distintos évulos.
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Figura 49: Desarrollo en micras de las génadas femeninas en la colonia C durante el
muestreo. Las 4 lineas pertenecen a 4 tallas maximas medidas en distintos évulos.
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5.3 Correlacion tallas-meses en los 6vulos

A partir del andlisis en las gréficas de desarrollo de las gonadas femeninas
(Figuras 50 a 53) se deduce claramente la periodicidad anual del ciclo
reproductivo de A. palmata, asimismo se observa que existen diferencias
significativas (p= <0.05) entre las tallas de los gametos femeninos y los meses en
que éstas tallas se presentan, esto ocurre en las tres colonias. En cuanto al
coeficiente de correlacion ( r ) de manera general para las tres colonias fue
r=0.9586618 (Figura 53) lo que indica que el grado de relacion existente entre
ambas variables (TALLAS, MESES) es excelente, sabiendo que: 1= perfecta; 0.9-

1 excelente; 0.8-0.9= buena (Pech, J. M. 2015).
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Figura 50: Correlacion de Pearson Producto-Momento entre TALLAS y MESES de la
colonia A.
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Figura 51: Correlaciéon de Pearson Producto-Momento entre TALLAS y MESES de la
colonia B.
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Figura 52: Correlaciéon de Pearson Producto-Momento entre TALLAS y MESES de la
colonia C.
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Figura 53: Correlacion general de Pearson Producto-Momento entre TALLAS y MESES
de las colonias A, By C.

5.4 Crio-preservacion de embriones

Tras el descongelar de las muestras en donde se encontraban los embriones
(Figura 54 A) éstas fueron observadas y analizadas detenidamente,
encontrandose que efectivamente existié una supervivencia de algunos embriones
en cada uno de los crio-tubos después de ser sometidos a la técnica de crio-
preservacion (Figura 54 B), aunque los porcentajes de supervivencia no pudieron
ser cuantificados claramente fueron muy bajos con respecto al material biologico
gue no se conservo , de manera inesperada se encontraron celulas sexuales sin

fecundar en perfecto estado (Figura 55), espermatozoides mayormente, que bien
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pueden ser utilizadas para una fecundacion artificial en condiciones de laboratorio
0 extraer material genético, esto con el mismo fin de conservar la viabilidad de la

A. palmata como especie.

Figura 54: A) embriones de una y dos células previos a la técnica de crio-preservacion,
B) grupo de embriones encontrados posteriores a la técnica de crio-preservacion.

Figura 55: 6vulos (flechas blancas) encontrados en las muestras después de ser
sometidos a la técnica de cirio-preservacion.
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VI. Discusion

Las muestras de coral de aproximadamente 2 cm2 extraidas y utilizadas durante
todo este estudio fueron completamente descalcificadas con una solucién de acido
acético diluido al 10% en agua destilada en un lapso maximo de 28 horas,
algunos autores como Bravo , (comunicacion personal), desclasifican muestras de
esta misma especie de coral utilizando EDTA diluido al 10% en agua destilada
haciendo recambios cada 12 horas tomandole un lapso de 7 dias
aproximadamente para la total descalcificacion de un fragmento de
aproximadamente 2cm2 de A. palmata, argumentando un buen resultado en el
tejido obtenido para su posterior analisis histologico, en este estudio primeramente
se utilizé esta metodologia pero se optd por utilizar acido acético debido a que los

resultados obtenidos fueron los mismos pero con un menor tiempo y esfuerzo.

Los 6vulos de A. palmata alcanzan su méaxima talla (600 a 675 W) en el mes de
agosto, y para el mes de septiembre todas las gbénadas femeninas han
desaparecido, lo que indica que es en este periodo cuando se lleva a cabo la
reproduccion y el desove en esta zona, el nuevo grupo de Ovulos inmaduros
(apenas superiores a las 70 p) se hace evidente en el mes de diciembre quedando
totalmente ausentes en las tres colonias muestreadas durante un lapso
aproximado de 3 meses lo que indica un posible periodo de reposo (muy tipico en

ciclos gametogénicos) (Giese y Pearse, 1974) en las gbénadas femeninas.
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El hecho de que sea un grupo de 6vulos recién observado en diciembre, tres
meses después del evento de reproduccion tanto en la colonia A como B y que
sea de tamafio pequeiio y definido disminuye la posibilidad de que se trate de
ovulos en reabsorcidon, proceso comunmente observado poco antes, durante y
poco después de la reproduccién en otras especies de corales (Grigg, 1970). Este
nuevo grupo de gdénadas, crece a un ritmo mas o menos constante durante los
siguientes 8 meses aproximadamente hasta el proximo desove, que culmina en
agosto al alcanzar la talla maxima, repitiendose nuevamente el ciclo y
confirmandose el mismo como un ciclo de gametogénesis anual el cual ya se tenia
reportado en distintos estudios (Wallace, 1985; Babcock et al., 1986; Kenyon,

1992).

El que en la gran mayoria de las muestras analizadas de las tres colonias se
encontraran los dos tipos de gametos (femeninos y masculinos) y que ambos
presentaron un desarrollo muy parecido confirman que A. palmata es una especie
hermafrodita simultanea que libera sus gametos tanto Ovulos como
espermatozoides de manera simultdnea a la columna de agua en donde se lleva
a cabo una fertilizacion externa (Szmant, 1986), esto Ultimo es congruente con
este estudio pues en ninguna muestra se observaron ni embriones en
segmentacion ni planulas en los cortes histoldégicos hechos a los pdlipos, aun al

llegar el periodo de maxima actividad reproductiva.
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En cuanto a la época de reproduccion, la mayoria de las especies de coral en el
Caribe liberan sus gametos de manera sincronizada entre colonias de una misma
especie a finales del verano, pero parecer esta sincronizacion no existe entre
especies (Szmant, 1986). La sincronizacion, en la reproduccion sexual de los
corales, lo es todo. Entre mas sincronia exista hay mayor oportunidad de que se
efectle la fertilizacion y proliferacion. Asi mismo, entre mas gametos existan en la
columna de agua, la probabilidad de que estos sean devorados en su totalidad por

los depredadores, disminuye.

En particular, las especies del género Acropora presentan dos eventos
reproductivos al afio, siendo uno entre julio y agosto, y otro tardio en septiembre
(SEMARNAT, 2011.) siempre unas noches después de la luna llena de estos
meses, lo cual concuerda con nuestros resultados teniéndose confirmado a agosto
de 2014 como el mes en el que ocurrié el evento de reproduccion, cuatros dias
después de la luna llena. Entre otros factores en los que la luna llena influye en la
reproduccion de estos corales podria encontrarse el que en este lapso de tiempo
es cuando se lleva a cabo el periodo de mareas muertas mas ligero, lo que ocurre
durante los cuartos menguantes, cuando las corrientes tienden a ser mas débiles
por lo que es muy probable que este sea uno de los principales factores pues esto
permite que los gametos (Ovulos y espermas) permanezcan juntos por mas

tiempo, incrementando las probabilidades de fertilizacion.
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Si la temperatura del agua es céalida, como suele suceder en agosto, se
incrementa la vida de los gametos, asi como la habilidad natatoria del esperma, lo
que eleva la taza de fertilizacion por lo que este podria ser otro de los principales
factores que influyen en que el evento de reproduccion ocurra durante los lapsos
ya mencionados y muy probablemente esto suceda de noche para evitar los
depredadores, los huevecillos, ricos en grasa, serian facilmente devorados
durante el dia. De noche, pocos organismos son capaces de tomar ventaja de este
evento anual. Asi que, la buena sincronizacion, compafiia receptiva, la tibieza de
las aguas y la obscuridad, incrementan las probabilidades reproductivas. Entre la
lista de las especies que aprovechan esta misma noche para reproducirse, se
encuentran: peces, invertebrados, esponjas, poliquetos, equinodermos, crustaceos

y moluscos que seguramente aprovechan las condiciones ya mencionadas.

Ninguna de las tres colonias muestreadas se encontrd0 sexualmente inactiva
durante la época de reproduccion, lo que podria sugerir que una vez alcanzada la
madurez sexual por una colonia, ésta permanece activa reproductivamente por
tiempo indeterminado, esta teoria también ha sido aplicada a otras especies de
corales como es el caso de Plexura homomalla, en donde se concluy6 que al
alcanzar la talla/edad de madurez sexual las colonias de este coral, las cuales son

dioicas, permanecen sexualmente activas por tiempo indeterminado (Ch, 1981).

El pico de reproduccion tan marcado que presenta A. palmata en el desarrollo de

sus ovulos en las tres colonias muestreadas (Figuras 47 a 49), que se presente
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una sincronia en la aparicion de las gonadas femeninas en el mes de Diciembre
en la colonia A y B, asi como el hecho de que existan diferencias significativas
(p<0.05) entre las tallas de los o6vulos y los meses en que estas tallas se
presentaron en las tres colonias y que se demostrara mediante un analisis
estadistico un coeficiente de correlacion excelente entre ambas variables
(r=0.9588), indica la intervencion de factores de control exégeno en la regulacion

de las actividades reproductivas de A. palmata.

Estudios como el presente trabajo sobre la conservacion del genoma mediante
técnicas nuevas e innovadoras como lo es la crio-preservacion de embriones y
gametos de corales tales como A. palmata quien se encuentra en peligro de
extincion son esenciales por distintos motivos como el hecho de que la larva
planula de los corales presenta una alta mortalidad, mayor al 90%, debido a
depredacion y mortalidad natural principalmente, antes de asentarse y llegar al
proceso de metamorfosis (Goreau et al., 1981), ademas los estudios sobre
reclutamiento sexual en las especies de Acropora sp. en el Caribe muestran 2
situaciones problematicas: Primero, una densidad de juveniles baja en
comparacion con otras especies; Segundo una densidad baja de juveniles en
comparacién con los adultos (Porter, 1987) y aunque A. palmata puede
reproducirse de manera asexual mediante fragmentacion, la reproduccion de este
tipo solo representa un incremento de biomasa, pero no contribuye a la
variabilidad genética, mientras que la reproduccion sexual implica la creacién de

nuevos genotipos (genetos) (sensu Hughes, 1989), es decir nuevos individuos
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genéticos que aportan la variabilidad genética necesaria para responder a los

procesos evolutivos.

VII. Conclusion

El coral A. palmata tiene un ciclo reproductivo y de gametogénesis
anual en el cual el desarrollo de sus 6vulos comienza en diciembre
con tallas de 70 a 85 p de donde parte un desarrollo gradual y semi-
constante durante los proximos 8 meses aproximadamente hasta
llegar a su talla maxima de 600 a 670 pu durante el evento de desove

y reproduccion desde donde comenzara el ciclo nuevamente.

Las gonadas femeninas parecen tener un periodo de reposo de
aproximadamente 3 meses posteriores al evento de reproduccion
(septiembre, octubre y noviembre) en donde no producen ningudn
gameto femenino (6vulos), los gametos masculinos (espermarios)
parecen no tener ese periodo pues estuvieron presentes durante

todo el ciclo anual.

Las especies del género Acropora presentan dos eventos
reproductivos al afio, siendo uno entre julio y agosto, y otro tardio en

el mes de septiembre, en la mayoria de las poblaciones, esta
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liberacion sincronica de gametos ocurre unos dias después de la
luna llena de estos 3 meses. Para el arrecife “en medio” de Tuxpan
Veracruz en donde se realiz6 en presente estudio se confirmd que
dicho evento reproductivo ocurrio en agosto 4 dias después de la

luna llena.

A. palmata es una especie hermafrodita simultanea con fecundacion
externa pues ambos tipos de gametos (femeninos y masculinos) se
encontraron dentro de los cortes histoldgicos de los poélipos, asi
mismo no se encontré ningun rastro de embriones ni planulas dentro

de los mismos cortes.

Se encontraron diferencias significativas entre las tallas de los
Ovulos de las tres colonias y los meses en que estas se presentaron
con lo que se probé que existe una correlacibn entre ambas
variables, lo que aunado con otros factores como la sincronia en la
aparicién de los 6vulos indica la intervencion de factores de control
exégeno en la regulacion de las actividades reproductivas de A.

palmata.

La técnica de crio-preservacion pareci0 ser mas exitosa para

mantener un banco de germoplasma del organismo en cuestion,
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puesto que existieron pocos embriones que resultaron intactos
después de ser sometidos a este procedimiento pero si se
encontraron células sexuales sin fecundar las cuales contienen el
material genético necesario para realizar nuevas investigaciones y
pueden ser conservados por tiempo indeterminado conservando asi

su ADN.

7.1 Recomendaciones

Para futuros trabajos sobre reproduccidon sexual o con gametos de A. palmata se
ha observado que para esta especie, las tasas de fecundacion esta directamente
relacionadas con el tamafio de las colonias, de modo que las colonias mas
grandes tienen una mayor fecundidad (Soong y Lang, 1992; Padilla, 1996). En
México se tiene reportado un promedio de 3.5 a 4 huevos por pdlipo en colonias
grandes, mientras que colonias medianas tienen 1.5 huevos por polipo,
encontrando que colonias con un area de tejido vivo menor a 1,000 cm2 no han
madurado sexualmente (Padilla, 1996), por lo que la extraccién de las muestras

debe ser en colonias que superen esta medida.
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VIII. Aplicacioén préctica del trabajo

La caracterizacion de cualquier organismo asi como de sus ciclos, entre ellos el
reproductivo, aporta informacion valiosa que nos ayuda a una mejor comprension
del mismo. Lo cual cobra mayor relevancia si se trata de especies con una
importancia elevada por proveer una serie de bienes y servicios tanto para los
seres humanos como para el ambiente en el cual se encuentra, tal y como es el
caso de A. palmata, siendo en México una especie en peligro de extincién, con
una tasa de reproduccién sexual muy baja y que ademas sus poblaciones se han
reducido en mas de un 80% en tan solo los ultimos 30 afios, debido a actividades

humanas y al blanqueamiento de sus colonias (Biodiversidad Mexicana, 2011).

El presente trabajo es el primero en el area de estudio y la region que registra una
caracterizacion mediante una serie de imagenes, mediciones y analisis estadistico
el ciclo reproductivo completo de la gametogénesis en 6vulos y espermas de A.
palmata. Gracias al mismo ahora se tiene conocimiento de las tallas reales de
dichos gametos y en que temporalidad se presentan las mismas para la zona de
estudio, lo cual es informacién util para aquellos que deseen abordar temas
valiosos en el area de conservacion de esta y otras especies de corales en peligro,
temas como la fecundacion artificial bajo condiciones controladas con distintos

fines, extraccion de material genético y toma de muestras de los mismos gametos.
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Los bancos de germoplasma son sitios de conservacion de material biolégico por
excelencia, cuyo objeto es la conservacion de la biodiversidad, son recintos claves
para evitar que se pierda la diversidad genética por la presion de factores

ambientales, fisicos, biologicos y las actividades humanas (Herrera, 2013).

Desastres naturales, inundaciones, sequias, plagas u otras alteraciones
constituyen siempre pérdidas irreparables a nivel biolégico que no solo afectan al
ambiente sino a diversas actividades humanas. Por ello, ahora México a traves de
la colaboracion interinstitucional entre academia, gobierno y representantes de las
organizaciones de la sociedad civil cuenta con distintos bancos de germoplasma,
entre los cuales se encuentran el Banco de Germoplasma del Maiz en el Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT), Veracruz; Banco
Nacional de Germoplasma Vegetal (Bangev) en la Universidad Autonoma
Chapingo, Estado de México; Banco de Germoplasma del Maiz en la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro, Coahuila; Centro Nacional de Recursos
Genéticos (CNRG) del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias, Jalisco; Depositario Nacional de Opuntia sp. (nopal) en la Universidad
Auténoma Chapingo, Estado de México y el Banco de Germoplasma del CICY en
Yucatan, quien se suma en un esfuerzo de conservacion, a esta lista de bancos de
germoplasma, los cuales son considerados como refugios para las especies

(DICYT, 2012).
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Sin embargo la mayoria de estos bancos se enfocan en la conservacion de
semillas, las cuales poseen un valor bioldgico, histérico, econémico, politico y
social fundamentales para aquilatar debidamente la riqueza biolégica de México y
su vinculacién con los grupos humanos que habitan las diferentes regiones
culturales del pais; Sin embargo la implementacion de bancos de germoplasma de
organismos marinos de vital importancia, como las distintas especies de corales
que se encuentran amenazadas en nuestro pais, a estas areas de conservacion
aun es casi nula. La técnica de crio-preservacion utilizada en el presente estudio
ha demostrado ser efectiva para la conservacion de gametos (6vulos vy
espermatozoides) viables y por consiguiente del germoplasma (informacion
genética) en el coral A. palmata y podria ser utilizada en distintas especies de
organismos, por lo que los bancos de germoplasma en México deberian
considerar seriamente en adoptar esta técnica con el fin de ampliar su espectro en

las conservacion de especies terrestres y marinas.
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X.  ANEXOS

9.1 Protocolo de desmineralizaciéon

Se utiliza acido acético Glacial CH3COOH al 10 %, su preparacion es de la

siguiente manera:

- 100 ml de CH3COOH

- 900 ml de Agua destilada

Se mezclan ambos liquidos y se obtiene acido acético al 10%

- Los corales se colocan en 500 ml de este acido para cada dos
muestras de aproximadamente 2 cmz.

- Se dejan reposar durante 24 horas, una vez transcurrido el tiempo se
reemplaza todo el &cido acético para una desmineralizacién total y
se mantienen las muestras en este acido por 4 horas mas.

- una vez que se obtiene el tejido totalmente desmineralizado se
coloca en formol al 4% para fijarlo o se procede directamente al

método de inclusién en parafina.
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9.2 Protocolo para lainclusiéon en parafina.

Con el tejido previamente fijado y descalificado se procede a lo siguiente:

- se enjuaga cada una de las muestras con agua destilada por 5
minutos

- se colocan en alcohol al 50% durante una hora

- se colocan en alcohol al 70% durante una hora

- se colocan en alcohol absoluto (etanol) durante una hora

- se colocan en una solucion 1:1 de alcohol- xileno durante una hora

- se coloca en xileno puro durante una hora, mientras trascurre esta
ultima hora se calienta la parafina en una parrilla a 60°c hasta
guedar totalmente liquida, lo cual ocurre en aproximadamente una
hora

- Se pasan a una solucién 1:1 de Xileno - Parafina durante una hora
en una incubadora a una temperatura de 60°c

- Se pasan a una solucion 1:2 de Xileno — Parafina durante una hora
en una incubadora a una temperatura de 60°c.

- Se colocan en Parafina pura y se colocan en una incubadora a una
temperatura de 60°c y se dejan reposar durante 12 horas.

- Se colocan en los moldes para el micrétomo para cortes en parafina
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- Se montan las muestras en las rejillas segun el tipo de cortes que se
deseen obtener y se procede a realizar los cortes.

9.3 Protocolo pararealizar los cortes histolégicos en un micrétomo
LEICA RM2125RTS para cortes en parafina

Con las muestras previamente preparadas mediante el método de inclusion en

parafina se procede a lo siguiente:

- Se montan las muestras en las rejillas con la ayuda de un
encendedor que permita derretir la parafina hasta que la muestra
gueda totalmente adherida a la rejilla y no se desprenda a la hora de
realizar los cortes.

- Con las muestras bien adheridas se proceden a realizar los primeros
cortes hasta obtener muestras resistentes y sin romperse.

- Los cortes se realizaron en 3 secciones de cada una de las
muestras: la parte inicial, la parte central y la parte final obteniendo
por lo menos 3 muestras de cada una de esas partes, con un total de
9 muestras de cortes por cada muestra de cada colonia. Se
obtuvieron un total de 135 muestras de cortes histoldgicos.

- Cuando se considera que un corte es apto para su conservacion se
coloca con mucho cuidado y con la ayuda de un pincel en un

recipiente con agua de la llave a una temperatura de 55°C con la
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finalidad de que la muestra quede lo mas estirada posible y su

observaciéon sera mas facil.

- Con la ayuda de un porta objetos previamente recubierto con poli-L-
iIsina, para que las muestras se adhieran con facilidad se recoge la
muestra del agua

- Una vez obtenidos los cortes histol6gicos en nuestros porta objetos

se procede a la tincién hematoxilina - eosina

9.4 Protocolo para la tincion hematoxilina - eosina

Procedimiento:
- Desparafinar las muestras por medio de Xileno durante 20 minutos
- Colocar en alcohol absoluto (etanol) durante 10 minutos
- Sumergir los portaobjetos en Hematoxilina durante 3-5 minutos
- Lavar con agua de la llave 2 veces por 5 minutos
- Deshidratar en etanol al 50% durante 3 minutos
- Deshidratar en etanol al 70% durante 3 minutos
- Sumergir los porta objetos en Eosina durante 15 segundos
- Deshidratar en alcohol absoluto durante 3 minutos
- Aclarar en xileno al 100% durante 5 minutos

- Montaje final con el cubre objetos por medio de resina
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9.5 Toma de imagenes

Para la toma de imagenes de los cortes histologicos en parafina tefiidos con
hematoxilina-eosina que se muestran en el presente trabajo se utilizo una camara
“Canon Power Shot A490” de 10 Mpx y se examinaron las muestras en un

microscopio compuesto “Nikon eclipse E100” de la siguiente manera:

- Se examinaron cada una de las muestras tefidas; esto se hizo por
orden de meses, primero las de febrero hasta llegar al mes de junio.

- Se buscaron encontrar gametos tanto femeninos como masculinos a
saber 6vulos o0 sacos de Ovulos y espermatozoides o espermarios en
las muestras.

- Cuando se encontraron dichos gametos se procedié a analizarlos
con las distintas lentes con las que el microscopio cuenta: 4X, 10X y
40X, esta ultima lente resulto ser la mejor de todas para obtener
imagenes nitidas que se requerian por lo que el uso del aumento
100X con aceite de inmersion no fue necesaria.

- Con los gametos identificados se procedi6 a la captura de imagenes
a diferentes aumentos y posteriormente al andlisis de datos y su

interpretacion.

Director de tesis

Dr. Rodrigo Cuervo Gonzalez
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