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Experimental recruitment of the Brazilian endemic coral Mussismilia
braziliensis and conditioning of settlement plates
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ABSTRACT. Reef restoration initiatives have been proposed all over the world during the last decades, a few based on sexual coral
reproduction. The present study aimed at defining the minimal time required to condition artificial substrates to enhance larval settlement of the
coral Mussismilia braziliensis. Ceramic tiles were conditioned at the reef for different periods (0 [control], 6, 10, 20, and 30 weeks), and the
fouling community was analyzed. The tiles were dominated by turf algae and crustose coralline algae (CCA) in all age treatments; plates 20 and
30 weeks old were statistically different than newer ones, having less turf algae and more CCA. When exposed to the different treatments,
larvae of M. braziliensis recruited poorly on 6-week plates, and no spat were found on control plates. Our results highlight the importance of an
adequate period of conditioning to optimize coral settlement. Although we are far from understanding the complex processes driving larval
settlement, establishing baseline conditions for experiments is of foremost importance, even for conservation and management activities of
coral reefs.
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RESUMEN. En las Ultimas décadas se han propuesto iniciativas de restauracion de arrecifes alrededor del mundo, algunas basadas en la
reproduccion sexual del coral. El objetivo del presente estudio fue definir el menor tiempo requerido para acondicionar sustratos artificiales a
fin de incrementar el asentamiento de larvas del coral Mussismilia braziliensis. Se acondicionaron azulejos de ceramica en el arrecife durante
diferentes periodos (0 [control], 6, 10, 20 y 30 semanas), y se analiz6 la comunidad incrustante. Los azulejos fueron dominados por algas
cespitosas y algas coralinas crustosas (ACC) en los tratamientos de todas las edades; las placas de 20 y 30 semanas fueron estadisticamente
diferentes comparadas con las de menor edad, con menos algas cespitosas y mas ACC. Al ser expuestas a los distintos tratamientos, las larvas
de M. braziliensis reclutaron poco en las placas de 6 semanas y no se encontraron reclutas en las placas control. Nuestros resultados destacan la
importancia de un periodo adecuado de acondicionamiento para optimizar el asentamiento de corales. Aunque estamos lejos de comprender los
procesos complejos que conducen el asentamiento de larvas, es muy importante establecer condiciones basicas para experimentos, aun para la
conservacion y actividades de manejo de arrecifes coralinos.

Palabras clave: coral, acondicionamiento de placas, asentamiento de larvas, Mussidae, Atlantico Sur.

INTRODUCTION

Coral reefs have been degraded worldwide by human
activities, intensified during the last two or three decades.
These activities impact reefs directly through physical break-
age, such as anchor damage, dynamite blast fishing, vessel
groundings, and removal of reef limestone. Indirect human
impacts come from overfishing, pollution, sedimentation,
rising sea surface temperatures, and ocean acidification
(Buddemeier et al. 2004, Precht 2006). Main responses of
building organisms subjected to these impacts are bleaching,
diseases, growth and calcification decreases, and death
(Buddemeier et al. 2004). At the most important reefs in the
South Atlantic, off the Brazilian coast, regional impacts seem

INTRODUCCION

Los arrecifes coralinos han sido degradados en todo el
mundo por actividades humanas, las cuales se han intensifi-
cado durante las Gltimas dos o tres décadas. Estas actividades
afectan los arrecifes directamente a través de dafios fisicos
provocados por anclajes, pesca con dinamita, encallamiento
de embarcaciones y extraccion de piedra caliza arrecifal. Los
impactos indirectos humanos son causados por sobrepesca,
contaminacion, sedimentacion, aumento de la temperatura
superficial del mar y acidificacion del océano (Buddemeier
et al. 2004, Precht 2006). Las principales respuestas de los
organismos constructures sujetos a estos impactos son el
blanqueamiento, enfermedades, disminucion de crecimiento
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to have greater importance than large-scale phenomena such
as global warming. According to Rodriguez-Ramirez et al.
(2008), the highest risks faced by Brazilian reefs are algal
proliferation, sedimentation, deforestation, and urban devel-
opment of coastal areas. Although few data are available, a
recent study analyzing global trends in coral reef exposure to
stressors also showed a tendency to higher importance of
local impacts (such as eutrophication and sedimentation) at
Brazilian reefs (Maina et al. 2011).

Scientists and managers worldwide have been focusing
on restoration research and initiatives as an attempt to repair
damaged reefs. A great part of these techniques move coral
fragment transplants into degraded areas (Oren and
Benayahu 1997, Jaap 2000, Epstein et al. 2001). This kind of
transplant is easily employed on a large scale with branching
species, such as acroporids, which grow fast and originate
several fragments to be transplanted. There are very few
studies using massive species for restoration purposes (see
Gleason et al. 2001, Miller and Szmant 2006). According to
Gleason et al. 2001, this kind of transplant can achieve great
success when combining resistance to transplantation with
high reproductive potential and local recruitment. However,
techniques that use coral spat produced by in vitro cross-
fertilization are also important for the maintenance of genetic
variability. In the South Atlantic (Brazilian) reefs, which are
dominated by slow-growing massive corals, bearing only a
few branching milleporid species, coral spats generated by
in vitro cross-fertilization techniques could be a good alterna-
tive for reseeding purposes.

A Kkey process in maintaining reef growth and restoring
degraded reefs is the rate new corals (recruits) arrive at the
reef. In this regard several studies have investigated the influ-
ence of physical features of the substrate such as inclination
and light incidence on coral settlement (Harriott and Banks
1995, Maida and Ferreira 1995, Soong et al. 2003). Other
studies have proved the influence of a chemical process that
promotes larval settlement. These chemical signals can be
provided by fouling bacteria (Johnson et al. 1991, Faimali
et al. 2004), coral rubble (Heyward and Negri 1999, Carlon
2002, Lee et al. 2009), and crustose coralline algae (Morse
et al. 1994, Heyward and Negri 1999, Baird and Morse
2004). Therefore, it is well established that coral settlement
studies using experimental plates must accomplish a “matu-
ration” process of the settlement units. This process allows
the development of an encrusting community, which can
favor coral settlement, acting as inducers or enhancers of lar-
val settlement and metamorphosis (Baird et al. 2003, Faimali
et al. 2004, Koehl and Hadfield 2004). However, there is no
precise conclusion about optimal timing of substrate matura-
tion for successful colonization of reefs. For example, some
studies mention a preconditioning time of one week (Gilmour
1999) or three weeks (Mundy and Babcock 1998), while
others use three months (Petersen et al. 2005). Moreover,
chemical mediation of this process can have a species-
specific response (Dunstan and Johnson 1998). Therefore, we

y calcificacién, y muerte (Buddemeier et al. 2004). En los
arrecifes mas importantes del Atlantico Sur, frente a la costa
de Brasil, los impactos regionales parecen ser de mayor
importancia que los de los fendmenos a gran escala como el
calentamiento global. Segin Rodriguez-Ramirez et al.
(2008), los mayores riesgos que enfrentan los arrecifes
brasilefios son la proliferacién de algas, la sedimentacidn, la
deforestacion y el desarrollo urbano de las zonas costeras.
Aunque existen pocos datos, un estudio reciente que analizé
las tendencias mundiales de la exposicion de arrecifes corali-
nos a factores estresantes también mostrd que los impactos
locales (tales como la eutrofizacion y sedimentacion) tienden
a ser mas importantes en los arrecifes brasilefios (Maina et al.
2011).

Cientificos y administradores alrededor del mundo se han
enfocado en estudios e iniciativas de restauracion con el fin
de reparar arrecifes dafiados. La mayoria de las técnicas
consisten en realizar trasplantes de fragmentos de coral en
zonas deterioradas (Oren y Benayahu 1997, Jaap 2000,
Epstein et al. 2001). Este tipo de trasplante se emplea
facilmente a gran escala con especies ramificadas, como los
acropéridos, que crecen rapidamente y producen varios
fragmentos para trasplantar; sin embargo, se han realizado
pocos estudios con especies masivas para propositos de res-
tauracion (ver Gleason et al. 2001, Miller y Szmant 2006).
Segin Gleason et al. 2001, este tipo de trasplante puede
lograr gran éxito al combinar la resistencia al trasplante con
un alto potencial reproductivo y reclutamiento local. Por otro
lado, las técnicas que usan semillas de coral producidas
mediante fecundacién cruzada in vitro también son importan-
tes para el mantenimiento de la variabilidad genética. En los
arrecifes brasilefios del Atlantico Sur, los cuales son domina-
dos por corales masivos de crecimiento lento, que tienen sélo
unas cuantas especies ramificadas de milepéridos, el uso de
semillas de coral generadas mediante técnicas de fecundacion
cruzada in vitro podria ser una buena alternativa para prop6-
sitos de resiembra.

Un proceso clave en el mantenimiento del crecimiento
arrecifal y la restauracién de arrecifes degradados es la tasa
de llegada de nuevos corales (reclutas) al arrecife. Varios
trabajos han estudiado la influencia de aspectos fisicos del
sustrato como la inclinacién y la incidencia de luz en el
asentamiento de corales (Harriott y Banks 1995, Maida y
Ferreira 1995, Soong et al. 2003). Otros estudios han mos-
trado la influencia de un proceso quimico que promueve el
asentamiento de larvas. Estas sefiales quimicas pueden ser
proporcionadas por bacterias incrustantes (Johnson et al.
1991, Faimali et al. 2004), escombros coralinos (Heyward y
Negri 1999, Carlon 2002, Lee et al. 2009) y algas coralinas
crustosas (Morse et al. 1994, Heyward y Negri 1999, Baird y
Morse 2004). Por ende, es bien sabido que los estudios de
asentamiento coralino con placas experimentales deben cum-
plir un proceso de “maduracion” de las unidades de asenta-
miento. Este proceso permite el desarrollo de una comunidad
incrustante, que puede favorecer el asentamiento coralino,
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aimed at experimentally analyzing the influence of plate
maturation times, prior to the spawning season, for obtaining
successful corals a few months after settlement, using larvae
of the coral Mussismilia braziliensis (Verrill 1868) as a case
study. Our approach tested together two main constraints for
obtaining new recruits: settlement success and early mortality
rates.

Corals of the mussid genus Mussismilia are endemic to
the Brazilian coast, where three species occur: M. brazilien-
sis, M. harttii, and M. hispida. Of these, M. braziliensis has
the smallest distribution range, exclusive to the State of Bahia
(12-18°9), but is one of the main reef builders at the most
prolific reef areas of the South Atlantic: the Abrolhos reefs
(Castro and Pires 2001). It is a broadcast-spawner that
releases gametes during the summer (January—March; Pires
et al. 1999). Francini-Filho et al. (2008) observed that coral
diseases intensified in some Abrolhos reefs recently
(2005-2007). They predicted “M. braziliensis will be nearly
extinct in less than a century if the current rate of mortality
due to disease is not reversed”. In this scenario, the inves-
tigation of reproduction and settlement processes of M.
braziliensis is highly relevant for South Atlantic reef conser-
vation and management plans.

We present the first study to investigate experimentally
ex situ the minimum conditioning time of settlement plates
for enhancing the number of recruits of a massive, broadcast
spawning, reef-building coral.

MATERIAL AND METHODS
Experiment preparation

Terracotta tiles (settlement plates), 15 x 15 cm, were
deployed on different dates at the Parque Municipal Marinho
do Recife de Fora (16°24.802' S, 038°59.295" W), a reef close
to shore (3.5 km) off eastern Brazil. Maximum coral cover of
22.7% occurs at 3 m depth (Costa et al. 2000). Plates were
tied to cement blocks, positioned vertically and randomly
around the blocks, which were placed at about the same
depth (3 m). Plates were deployed in July 2007 (48 plates,
conditioned during 213 days, ca. 30 weeks), October 2007
(31 plates, conditioned during 137 days, ca. 20 weeks),
December 2007 (30 plates, conditioned during 72 days, ca.
10 weeks), and January 2008 (51 plates, conditioned during
43 days, ca. 6 weeks).

Just before the experiment, 10 plates of each conditioning
period were randomly selected and transported to the labora-
tory in plastic containers with seawater (higher number of
plates were deployed to avoid eventual losses affecting the
experiment). These plates were maintained in a seawater
semi-open tank system at the Projeto Coral Vivo research sta-
tion. The system was composed of several 1000-L tanks
and one 5000-L reservoir. Seawater was pumped once a
week from the sea, close to an inshore reef, and a pump and
filter system circulated water between the reservoir and the

actuando como un inductor o potenciador de la fijacion y
metamorfosis larval (Baird et al. 2003, Faimali et al. 2004,
Koehl y Hadfield 2004). Sin embargo, no se ha llegado a una
conclusidn precisa en cuanto al momento éptimo de madura-
cién del sustrato para la colonizacion exitosa de arrecifes. Por
ejemplo, algunos estudios mencionan un tiempo de preacon-
dicionamiento de una semana (Gilmour 1999) o tres semanas
(Mundy y Babcock 1998), mientras que otros mencionan tres
meses (Petersen et al. 2005). Ademas, la mediacién quimica
de este proceso puede tener una respuesta especifica segun la
especie (Dunstan y Johnson 1998). Por lo tanto, el objetivo
de este trabajo fue analizar la influencia de los tiempos de
maduracion de placas, antes de la temporada de desove, para
exitosamente obtener corales unos cuantos meses después
de su asentamiento usando larvas del coral Mussismilia
braziliensis (Verrill 1868) como un estudio de caso. Nuestro
enfoque evaludé conjuntamente dos principales restricciones
para obtener nuevos reclutas: éxito de asentamiento y tasa de
mortalidad temprana.

Los corales del género Mussismilia son endémicos de
la costa de Brasil, donde se encuentran tres especies: M.
braziliensis, M. harttii y M. hispida. De éstas, M. braziliensis
tiene la distribucion mas reducida, siendo exclusiva del
estado de Bahia (12-18°S), pero es una de las principales
constructoras de las zonas arrecifales mas prolificas del
Atlantico Sur: los arrecifes de Abrolhos (Castro y Pires
2001). Esta especie libera sus gametos al medio durante el
verano (enero a marzo; Pires et al. 1999). Francini-Filho et
al. (2008) observaron que las enfermedades coralinas se han
intensificado recientemente (2005-2007) en algunos de los
arrecifes de Abrolhos, y pronosticaron que “M. braziliensis
estara casi extinta en menos de un siglo si no se invierte la
tasa de mortalidad actual debido a enfermedades”. En este
escenario, la investigacion de los procesos de reproduccion y
asentamiento de M. braziliensis se vuelve muy relevante para
los planes de conservacion y manejo de arrecifes del
Atléntico Sur.

Este trabajo representa el primer estudio experimental
ex situ para definir el menor tiempo requerido para acondi-
cionar placas de asentamiento a fin de aumentar el nimero de
reclutas de un coral masivo, liberador de gametos y construc-
tor de arrecifes.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion experimental

Se colocaron azulejos de terracota (placas de asenta-
miento), de 15 x 15 cm, en diferentes fechas en el Parque
Marino Municipal de Recife de Fora (16°24.802'S,
038°59.295" W), un arrecife cerca de la costa este (3.5 km)
de Brasil. La cobertura coralina médxima de 22.7% se
observa a 3 m de profundidad (Costa et al. 2000). Las placas
fueron atadas a bloques de cemento, y colocadas vertical-
mente y aleatoriamente alrededor de los blogues, los cuales
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smaller tanks. Plates were photographed with a 10-Mp
camera (Canon EOS Rebel XTi), and analyzed under a
stereomicroscope (Zeiss Stemi DV4) for gquantification and
removal of recruits that settled naturally on the plates. This
procedure was necessary to avoid counting spats that settled
during immersion in the sea and not during the experiment.
Images were analyzed to assess benthic coverage of the artifi-
cial substrata, using Coral Point Count with Excel Extensions
3.4 software (Kohler and Gill 2006), with 100 random points
sampled per plate. Two algal categories were registered: turf
algae (different types of “bush-like”, small-sized algae,
generally forming a thick layer) and crustose coralline algae
(CCA). Besides these treatment plates, 10 control plates were
laid for a couple of days in tanks with seawater for removal
of any terracotta manufacturing residuals prior to the
experiment.

The 50 selected plates were organized in PVC racks in
nearly vertical position (same position as in the field),
disposed so that the surface available for settlement was
always facing another plate. Plates were 10 cm apart from
each other to minimize edge effects (Maida et al. 1994).
Racks were placed inside 80-L plastic experiment containers
(10 replicates) with seawater and aeration, with five plates
(control, 6-, 10-, 20-, and 30-week plates) in each and one
rack (PVC support) per container.

Larval culture

Mature colonies of M. braziliensis (of 15 cm diameter or
more) were collected in February 2008, just before the
spawning season (Pires et al. 1999), taken to the laboratory
and maintained in 1000-L tanks in the semi-open tank
system. Several bundles from 10 colonies, containing eggs
and sperm, were collected on 5 and 6 March. Gametes were
taken to 41-L plastic containers for fertilization. Due to a
high variability in the number of gametes per bundle and high
larval mortality, we performed periodic quantification of
viable larvae in the containers. Three subsamples (20 mL)
were taken per container and live larvae were counted with
the aid of a stereomicroscope. The number of larvae was then
calculated for the entire volume. Larvae were reared for five
days after fertilization, with aeration and daily water changes.
Larvae were relocated between containers prior to the
experiment to balance their number to ca. 3000 larvae per
container. Parent colonies were returned to the reef after the
spawning event and fixed with epoxy cement.

Settlement

Larvae of M. braziliensis are ready to metamorphose and
settle about five days after fertilization (Projeto Coral Vivo,
unpublished data). The experiment started on 11 March by
putting PVC racks in the containers. Seven days later, when
no larvae were seen in the containers, racks were transferred
to the tank system.

fueron colocados a una profundidad similar (3 m). Las
placas se colocaron en julio de 2007 (48 placas, acondicio-
nadas durante 213 dias, ca. 30 semanas), octubre de 2007
(31 placas, acondicionadas durante 137 dias, ca. 20 sema-
nas), diciembre de 2007 (30 placas, acondicionadas durante
72 dias, ca. 10 semanas) y enero de 2008 (51 placas,
acondicionadas durante 43 dias, ca. 6 semanas).

Justo antes del experimento, 10 placas de cada periodo de
acondicionamiento fueron seleccionadas aleatoriamente y
transportadas al laboratorio en contenedores de plastico con
agua de mar (se utilizé6 un mayor nimero de placas para
evitar que eventuales pérdidas afectaran el experimento).
Estas placas se mantuvieron en un sistema semiabierto de
agua de mar en la estacion de investigacion del proyecto
Coral Vivo. El sistema consisti6 en varios tanques de 1000 L
y un depésito de 5000 L. Se bombed agua marina una vez por
semana del mar cerca de un arrecife costero, y una bomba y
un sistema de filtracion circularon el agua entre el deposito y
los tanques mas pequefios. Las placas se fotografiaron con
una camara de 10 Mp (Canon EOS Rebel XTi) y se analiza-
ron bajo un estereomicroscopio (Zeiss Stemi DV4) para la
cuantificacién y la remocién de reclutas que se asentaron
naturalmente en ellas. Este procedimiento fue necesario para
evitar el conteo de reclutas que se asentaron durante la inmer-
sion de las placas en el mar y no durante el experimento. Se
analizaron las imagenes para evaluar la cobertura béntica de
los sustratos artificiales con el programa Coral Point Count
with Excel Extensions 3.4 (Kohler y Gill 2006), muestreando
100 puntos aleatorios por placa. Se registraron dos categorias
de algas: algas cespitosas (diferentes tipos de algas pequefias
que parecen arbustos y generalmente forman una capa
gruesa) y algas coralinas crustosas (ACC). Ademas de estas
placas para los tratamientos, se colocaron 10 placas control
por un par de dias en los tanques con agua de mar para elimi-
nar cualquier residuo de la fabricacion de terracota antes del
experimento.

Las 50 placas seleccionadas se organizaron en estantes de
PVC, en posicion casi vertical (misma posicién que en el
campo), colocadas para que la superficie disponible para el
asentamiento siempre estuviera enfrente de otra placa. Se
dejo una distancia de 10 cm entre cada placa para minimizar
los efectos de borde (Maida et al. 1994). Los estantes se
colocaron dentro de contenedores de plastico de 80 L
(10 réplicas) con agua de mar y aireacion, con cinco placas
(control, 6, 10, 20 y 30 semanas) en cada uno y un estante
(soporte de PVC) por contenedor.

Cultivo de larvas

Se recolectaron colonias maduras de M. braziliensis
(de 15 cm o mas de diametro) en febrero de 2008, justo
antes de la temporada de desove (Pires et al. 1999), y se
transportaron al laboratorio donde se mantuvieron en los
tanques de 1000 L del sistema semiabierto. EI 5y 6 de marzo
se recolectaron varios bultos de 10 colonias, que contenian
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Live polyps and dead skeletons of coral recruits
were counted with a stereomicroscope four months after
being transferred to the tanks. After searching for corals,
plates were fixed in alcohol (92.8°) and transferred to the
laboratory.

Statistics

Differences in algal cover, natural recruitment, and
experimental number of coral recruits between treatments
were compared using the non-parametric Kruskal-Wallis test,
due to heteroscedasticity of variances between treatments.
Significant results were further evaluated with post-hoc
comparisons of mean ranks of all pairs of groups. Partial cor-
relation analysis was also performed to evaluate which factor
influenced experimental settlement: conditioning period of
plates, turf algal coverage, CCA coverage, and total number
of coral recruits in situ (which was considered an a priori
indirect indicative of good conditions for larval settlement).
Outliers were indicated by the program and removed when
detected. All tests were performed using Statistica 7.0.

RESULTS

Turf algae and CCA dominated the fouling community of
the experimental plates. Bryozoans, sponges, and tunicates
were observed, but not registered in Coral Point Count, since
their coverage was very low. Coverage of turf algae was
higher on 6- and 10-week-old plates, and significantly lower
on 20- and 30-week plates (Kruskal-Wallis, Hg -3 =
19.98172, P = 0.0002; fig. 1). The CCA presented an inverse
trend, with coverage rising towards older plates, with 20- and
30-week plates presenting significantly higher cover
(Kruskal-Wallis, H -39 = 19.26399, P = 0.0002; fig. 1).
Natural coral recruitment, composed of non-identified spe-
cies that settled during maturation, was significantly lower on
6-week plates than on 20- and 30-week plates. Since the
M. braziliensis spawning season occurs between February
and April (Pires et al. 1999) and the first plates were
deployed in July, we attribute these recruits to other coral
species. The 10-week plates showed a transitional situation,
with no significant difference in relation to other periods
(Kruskal-Wallis, H =39 = 12.33097, P = 0.0063; fig. 2).

The experiment with M. braziliensis larvae resulted in a
total of 708 coral recruits on the 50 experimental plates after
four months. From this total, 343 corals came from plates
immersed for 30 weeks, 206 from plates immersed for
20 weeks, 133 from plates immersed for 10 weeks, and 26
from plates immersed for 6 weeks; no recruits were found on
the control plates. However, one of the 30-week plates was
removed from the graphic and statistical analyses because it
presented an extremely high number of corals (117 spats),
which was an outlier. The experimental and natural number
of recruits for each treatment are expressed in coral per
square meter (figs. 2, 3).

6vulos y espermatozoides. Los gametos se introdujeron en
contenedores de plastico de 41 L para su fertilizacién.
Debido a una alta variabilidad del nimero de gametos por
bulto y alta mortalidad larvaria, se realizaron cuantificacio-
nes periddicas de las larvas viables en los contenedores. Se
tomaron tres submuestras (20 mL) de cada contenedor y las
larvas vivas se contaron bajo un estereomicroscopio. Poste-
riormente, se calculé el nimero de larvas para el volumen
total. Las larvas fueron criadas durante cinco dias después de
su fertilizacién, con aireacién y cambios de agua diarios.
Las larvas se distribuyeron entre los contenedores antes del
experimento manteniendo un balance de ca. 3000 larvas por
contenedor. Las colonias madres se regresaron al arrecife
después del evento de desove donde se fijaron con cemento
epoxi.

Asentamiento

Las larvas de M. braziliensis estan listas para iniciar la
metamorfosis y el asentamiento cinco dias después de su fer-
tilizacion (Projeto Coral Vivo, datos no publicados). Nuestro
experimento inici6 el 11 de marzo al poner los estantes de
PVC en los contenedores. Siete dias después, cuando ya no se
observaron larvas en los contenedores, los estantes se transfi-
rieron al sistema de tanques.

Cuatro meses después de ser trasladados a los tanques se
contaron los pélipos vivos y esqueletos muertos de los reclu-
tas con un estereomicroscopio. Después de la blusqueda de
corales, las placas se fijaron en alcohol (92.8°) y se traslada-
ron al laboratorio.

Andlisis estadistico

Las diferencias en la cobertura algal, el reclutamiento
natural y el nimero experimental de reclutas entre los trata-
mientos se compararon con la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis, debido a la heterocedasticidad de varianzas
entre los tratamientos. Los resultados significativos se eva-
luaron mediante comparaciones post hoc de rangos promedio
de todos los pares de grupos. También se realiz6 un anélisis
de correlacion parcial para evaluar cual factor afecté el asen-
tamiento experimental: el periodo de acondicionamiento de
las placas, la cobertura de algas cespitosas, la cobertura de
ACC vy el nimero total de reclutas in situ (considerado un
indicador indirecto a priori de condiciones buenas para el
asentamiento de larvas). Los valores atipicos fueron indica-
dos por el programa y eliminados al ser detectados. Todas las
pruebas se realizaron con Statistica 7.0.

RESULTADOS

Las algas cespitosas y las ACC dominaron la comunidad
incrustante de las placas experimentales. Se observaron
briozoarios, esponjas y tunicados, pero no fueron detectados
por el programa Coral Point Count ya que su cobertura fue
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For all variables tested in partial correlations, only the
conditioning period showed significant probability that dif-
ferences in experimental number of recruits might not occur
randomly (table 1). The experimental total number of corals
was significantly lower on 6-week-old plates (Kruskal-
Wallis, H3 -39y = 17.60930, P = 0.0005). When considering
only the corals found alive, the 6-week plates differed
significantly only from the 30-week plates (Kruskal-Wallis,
Hs n-3 = 14.01209, P = 0.003). In any case, the number of
corals obtained experimentally was higher towards older
plates (fig. 3).

DISCUSSION

The in vitro fertilization of eggs and sperm collected from
10 colonies of M. braziliensis was successful, providing ca.
30,000 larvae five days after fertilization. This represents the
first successful in vitro settlement experiment with an
endemic major reef builder of South Atlantic reefs. Most
importantly, our results clearly demonstrate the relevance of
carefully considering the incubating period before reliable
estimates of coral recruitment rates can be obtained. This
approach is valid for any species being considered for ex situ
or in situ recruitment experiments.

An important aspect for recuperation efforts is the rate of
recruits obtained: in this study, ca. 2.4% (n = 708) from
30,000 larvae initially available. Even more relevant is the
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Figure 1. Cover (mean and standard deviation) of crustose
coralline algae (white bars) and turf algae (grey bars) per
conditioning period. Groups with different letters (a and b) are
significantly different for the two parameters tested in post-hoc
multiple comparisons (P < 0.05).

Figura 1. Cobertura (media y desviacion estandar) de algas
coralinas crustosas (barras blancas) y algas cespitosas (barras
grises) por periodo de acondicionamiento. Los grupos con letras
diferentes (a, b) son significativamente diferentes para los dos
parametros evaluados en las comparaciones multiples post hoc
(P <0.05).

muy baja. La cobertura de las algas cespitosas fue mayor en
las placas de 6 y 10 semanas, y significativamente menor en
las placas de 20 y 30 semanas (Kruskal-Wallis, Hg -39 =
19.98172, P = 0.0002; fig. 1). Las ACC mostraron una
tendencia inversa; su cobertura fue incrementando en las
placas de mayor edad, las de 20 y 30 semanas con una cober-
tura significativamente mayor (Kruskal-Wallis, Hg -3 =
19.26399, P = 0.0002; fig. 1). El reclutamiento coralino natu-
ral, compuesto de especies no identificadas que se asentaron
durante su maduracion, fue significativamente menor en las
placas de 6 semanas que en las de 20 y 30 semanas. Tomando
en cuenta que la temporada de desove de M. braziliensis es
entre febrero y abril (Pires et al. 1999) y las primeras placas
se colocaron en julio, estos reclutas se atribuyeron a otras
especies de coral. Las placas de 10 semanas mostraron una
situacion transicional y no se observaron diferencias signifi-
cativas con los otros periodos (Kruskal-Wallis, H ;=35 =
12.33097, P = 0.0063; fig. 2).

El experimento con las larvas de M. braziliensis produjo
un total de 708 reclutas en las 50 placas experimentales des-
pués de cuatro meses. De este total, 343 corales provinieron
de las placas inmersas durante 30 semanas, 206 de las placas
inmersas durante 20 semanas y 133 de las placas inmersas
durante 6 semanas; no se observaron reclutas en las placas
control. Una de las placas de 30 semanas se eliminé de los
analisis graficos y estadisticos ya que presenté un nimero
extremadamente alto de corales (117 reclutas), el cual fue un
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Figure 2. Natural recruitment (mean and standard deviation of
number of spats per plate) for each conditioning period of
settlement plates. Groups with different letters (a and b) are
significantly different in post-hoc multiple comparisons (P <
0.05). Group ab represents a transitional stage.

Figura 2. Reclutamiento natural (media y desviacion estandar del
nimero de reclutas por placa) para cada periodo de
acondicionamiento de las placas de asentamiento. Los grupos con
letras diferentes (a, b) son significativamente diferentes en las
comparaciones mdltiples post hoc (P < 0.05). El grupo ab
representa una etapa transicional.
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Figure 3. Experimental settlement (mean and standard deviation
of number of spats per plate) with live spats (white bars), dead
spats (light grey bars), and total spats (dark grey) for each
conditioning period of recruitment plates. Groups with different
letters are significantly different for total spats (P < 0.05).

Figura 3. Asentamiento experimental (media y desviacion
estandar del numero de reclutas por placa) con reclutas vivos
(barras blancas), reclutas muertos (barras grises claras) y reclutas
totales (barras grises oscuras) para cada periodo de
acondicionamiento de las placas de reclutamiento. Los grupos con
letras diferentes son significativamente diferentes para los reclutas
totales (P < 0.05).

survival rate after the crucial first months. Miller and Szmant
(2006) reported a survival rate of 1-2% for recruits of
Montastraea faveolata over the first three months after
settlement. Comparatively, we found 39% of live spats after
four months of the settlement period (fig. 3). These results
suggest that similar techniques could be used for replenish-
ment, either as larvae or recruits, of degraded natural envi-
ronments. Low settlement rates can be greatly improved,
especially eliminating losses during water changes; M.
braziliensis larvae are extremely small, and almost all
(>95%) larvae were not retained by 100-um plankton nets.
Also, the number of seed colonies (source of gametes) could
be increased to reach a desired larger number of larvae.

Our results suggest that the minimal conditioning time
for recruitment plates should necessarily be longer than
10 weeks in field conditions. Although the high variance did

valor atipico. Los nimeros de reclutas experimentales y
naturales para cada tratamiento se expresan en corales por
metro cuadrado (figs. 2, 3).

De todas las variables probadas en las correlaciones
parciales, solo el periodo de acondicionamiento mostré una
probabilidad significativa de que las diferencias en el nimero
experimental de reclutas podrian no ser aleatorias (tabla 1).
El numero total experimental de corales fue significativa-
mente menor en las placas de 6 semanas (Kruskal-Wallis,
Hga n-s9) = 17.60930, P = 0.0005). Considerando solo los
corales encontrados vivos, las placas de 6 semanas difirieron
significativamente sélo de las de 30 semanas (Kruskal-
Wallis, H -39 = 14.01209, P = 0.003). En cualquier caso, el
namero de corales obtenido experimentalmente increment6
en las placas de mayor tiempo de inmersion (fig. 3).

DiscusiON

La fecundacién in vitro de 6vulos y espermatozoides de
10 colonias de M. braziliensis se realizé con éxito, proporcio-
nando ca. 30,000 larvas cinco dias después de su fertiliza-
cién. Esto representa el primer experimento exitoso de
asentamiento in vitro de uno de los principales constructores
arrecifales endémico del Atlantico Sur. De mayor importan-
cia, nuestros resultados muestran claramente la relevancia de
considerar cuidadosamente el periodo de incubacién antes
de poder obtener estimaciones confiables de las tasas de
reclutamiento de corales. Este enfoque es valido para cual-
quier especie que esta siendo considerada para experimentos
de reclutamiento ex situ o in situ.

Un aspecto importante para los esfuerzos de recuperacién
es la tasa de reclutas obtenidos: en este estudio, ca. 2.4%
(n = 708) de 30,000 larvas inicialmente disponibles. Aln mas
relevante es la tasa de supervivencia después de los primeros
meses cruciales. Miller y Szmant (2006) registraron una tasa
de supervivencia de 1-2% para reclutas de Montastraea
faveolata durante los primeros tres meses después de su asen-
tamiento. En comparacién, nosotros encontramos 39% de
reclutas vivos después de cuatro meses de su asentamiento
(fig. 3). Estos resultados sugieren que se podrian utilizar
técnicas similares para la reposicion, como larvas o reclutas,
de los ambientes naturales degradados. Las bajas tasas de
asentamiento pueden mejorarse significativamente, especial-
mente eliminando las pérdidas durante los cambios de agua;
las larvas de M. braziliensis son extremadamente pequefias, y

Table 1. Partial correlation summary for total experimental number of recruits against several variables (n = 39).
Tabla 1. Resumen de la correlacion parcial entre el nimero total de reclutas experimentales y varias variables (n = 39).

Variable r r2 t df P

Conditioning period 0.695 0.484 5.560 33 0.000
Cover of crustose coralline algae 0.240 0.058 1.423 33 0.164
Cover of turf algae 0.307 0.095 1.856 33 0.072
Number of natural recruits -0.038 0.001 -0.218 33 0.829
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not allow us to statistically distinguish 10-week from 20- and
30-week plates, the higher mean recruitment of the older
plates suggests that even longer immersion periods may in
fact be better for increased recruitment efficiency. A draw-
back of such long periods in the sea is that spat settled during
this period should be searched for and removed from plates
prior to the beginning of the experiments. According to our
results, rates from several studies may have underestimated
potential settlement due to inadequate conditioning of sub-
strates. Lundgren and Minton (2005), who conditioned plates
for two weeks prior to a settlement experiment, discuss that
the timing of plate conditioning could have been responsible
for the low coral recruitment observed (only seven recruits on
120 plates).

Hughes et al. (2002) performed a meta-analysis of several
recruitment studies at the Great Barrier Reef. Their results
showed that “total recruitment was significantly correlated
with the month and year of deployment, whether the deploy-
ment included the month of mass spawning (spawning),
depth, distance from shore, duration and habitat, and lati-
tude”. This creates constraints to the comparison of in situ
experiments. Also, often authors do not specify precise times
of conditioning. Therefore, we did not compare rates of
recruitment and plate conditioning among different in situ
studies; however, based on our experimental results, we
suggest that plate conditioning should deserve special atten-
tion in recruitment studies. Authors should indicate exact
times of conditioning and experimental deployment/retrieval
of plates in their studies.

The absence of M. braziliensis on the experimental con-
trol tiles agrees with the general assumption regarding the
necessity of biological environmental cues or inducers for
larval settlement, as reported by several studies. Different
approaches have shown the positive or negative importance
of CCA (Morse et al. 1994, Heyward and Negri 1999, Baird
and Morse 2004, Szmant and Miller 2006), turf algae
(Petersen et al. 2005), biofilm (Johnson et al. 1991, Faimali
et al. 2004), and reef water (Gleason et al. 2009). There is no
consensus on a single or a most important cue. A difference
detected between plates conditioned during 20 and 30 weeks,
when compared with newer ones, is a reduction in turf algae
(Kruskal-Wallis, P = 0.0002; fig. 1) and an increase in CCA
cover (Kruskal-Wallis, P = 0.0002; fig. 1). Although CCA
presented a higher cover on older plates, correlation results
did not indicate a relationship of CCA improving coral settle-
ment (table 1). A similar lack of relationship between CCA
and spats has been found before (Petersen et al. 2005). This
should be further investigated, considering the isolation of
each CCA species and testing each species as recruitment
inducers, since it could be a species-specific relationship.

The minimal conditioning period for M. braziliensis
should be at least 10 weeks prior to the recruitment experi-
ment, with a potential benefit for using longer periods. The
number of four-month-old recruits achieved in a small-scale
effort suggests that, with improvements, M. braziliensis may

casi todas (>95%) no fueron retenidas por mallas de plankton
de 100 um. Asimismo, se podria aumentar el nimero de las
colonias semilleras (fuente de gametos) para alcanzar el
namero deseado de larvas.

Nuestros resultados sugieren que el tiempo minimo de
acondicionamiento de las placas de reclutamiento necesaria-
mente debe ser mas de 10 semanas en condiciones de campo.
A pesar de que no fue posible distinguir estadisticamente
entre las placas de 10 semanas y las de 20 y 30 semanas
debido a la alta variacién, el mayor reclutamiento promedio
obtenido con las placas de mayor edad indica que periodos de
inmersién mas largos podrian incluso aumentar la eficiencia
del reclutamiento. Un inconveniente de estos periodos tan
largos en el mar es que es necesario examinar las placas y
quitar los reclutas que se asentaron durante este periodo antes
de iniciar los experimentos. Segln nuestros resultados, las
tasas registradas en varios estudios podrian haber subesti-
mado el asentamiento potencial debido a un acondiciona-
miento inadecuado de los sustratos. Lundgren y Minton
(2005), quienes acondicionaron las placas durante dos
semanas antes del experimento de asentamiento, mencionan
que el periodo de acondicionamiento podria haber sido
responsable del bajo reclutamiento observado (sélo siete
reclutas en 120 placas).

Hughes et al. (2002) realizaron un metaanalisis de varios
estudios de reclutamiento en la Gran Barrera Arrecifal de
Australia. Sus resultados mostraron que “el reclutamiento
total se correlacioné significativamente con el mes y afio de
instalacion, ya sea que la instalacién incluyera el mes de
desove masivo (desove), la profundidad, distancia de la
costa, duracion y habitat, y latitud”. Esto crea restricciones
para la comparacion de experimentos in situ. Ademas,
con frecuencia los autores no especifican los tiempos preci-
sos de acondicionamiento. Por ende, en este estudio no se
compararon las tasas de acondicionamiento con diferentes
estudios in situ; sin embargo, con base en nuestros resultados
experimentales, se sugiere que el acondicionamiento de
placas amerita especial atencion en estudios de recluta-
miento. Los autores deberian indicar los tiempos exactos de
acondicionamiento y de la instalacion y recuperacion de las
placas en sus trabajos.

La ausencia de M. braziliensis en las placas control con-
cuerda con la suposicién general en cuanto a la necesidad de
sefiales o inductores biolégicos para el asentamiento larval,
como se ha documentado en varios trabajos. Diferentes enfo-
ques han mostrado la importancia positiva 0 negativa de las
ACC (Morse et al. 1994, Heyward y Negri 1999, Baird y
Morse 2004, Szmant y Miller 2006), las algas cespitosas
(Petersen et al. 2005), la biopelicula (Johnson et al. 1991,
Faimali et al. 2004) y el agua arrecifal (Gleason et al. 2009).
No hay consenso sobre una sefial Unica 0 mas importante.
Una diferencia detectada entre las placas acondicionadas
durante 20 y 30 semanas, en comparacion con las de menos
tiempo, fue una reduccion de la cobertura de algas cespitosas
(Kruskal-Wallis, P = 0.0002; fig. 1) y un incremento de las
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be eligible for ex situ production of larvae and/or recruits.
The relation of plate conditioning timing with experimental
coral recruitment ex situ is tested experimentally for the first
time here. The imperative of adequate previous plate condi-
tioning for sound results is demonstrated. As the rates of
conditioning are likely to vary among regions, authors are
encouraged to test for the minimum adequate conditioning
period for their area’s coral community.
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