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Resumen

Los arrecifes de coral constituyen uno de los sistemas biolégicos mas productivos y biodiversos
del planeta, al mismo tiempo que se les reconoce como ecosistemas en alto riesgo de deterioro
funcional, susceptibles a los efectos de practicas humanas insostenibles, principalmente el
cambio climatico, marca distintiva del Antropoceno. De la necesidad de generar estrategias con
las que hacer frente a esta situacion, nace la ciencia aplicada de la acuacultura coralina con fines
restaurativos. Esta investigacion supone el primer ensayo de cultivo ex situ de las especies de
coral Porites lobata y Pocillopora damicornis en Costa Rica. La viabilidad y el rendimiento del
cultivo se analiz6 en funcién de la sobrevivencia y el crecimiento de ambas especies. En total se
generaron 180 fragmentos de coral, los cuales se mantuvieron durante 152 dias, en sistemas de
recirculacion semi-abierto conformados por dos tanques de 12m?3 (90 fragmentos por tanque, 45
de cada especie). Se registro la sobrevivencia y se midi6 la tasa de crecimiento para la totalidad
de los fragmentos en términos de cambio en el area, y volumen (en el caso de P.damicornis)
como variables morfométricas, ademas, se monitorearon los nutrientes y parametros fisico-
quimicos en cada tanque. Los resultados obtenidos se analizaron mediante el estimador no
paramétrico Kaplan-Mier, y la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis complementada con
modelos de regresion lineal simple (en cuyo caso los datos fueron transformados sobre logaritmo
en base 10). La sobrevivencia fue alrededor del 70%, previo al colapso de uno de los tanques. La
mayoria de variables tanto morfométricas como ambientales vario significativamente
dependiendo del tanque. A excepcidn de la temperatura y la radiacion fotoactiva (PAR), los
valores para las variables abidtica difirieron del rango recomendado para el cultivo coralino. En
promedio los fragmentos de P.lobata aumentaron su area 216-277% a una tasa de crecimiento
inicialmente alta, que con el tiempo fue decayendo, contrario a P.damicornis cuyo crecimiento se
mantuvo relativamente constate, hasta aumentar 287-366% respecto al tamario inicial. Estos
resultados indican que, aunque pequefias diferencias entre el medio de cultivo pueden parecer
triviales a corto plazo, los efectos acumulados podrian ser sustanciales a lo largo del tiempo. A
través de estos hallazgos, se concluye que el cultivo de corales pétreos se una actividad rentable,
el cultivo debe ser optimizado en funcion de las especies de coral, como objetivo de

conservacion 0 de estudio.
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Introduccion

Los arrecifes de coral son ecosistemas marinos extremadamente diversos, en los cuales reside
un cuarto de toda la fauna marina conocida (Hixon, 2015). Estos ecosistemas marinos brindan un
gran numero de servicios ecoldgicos, entre los cuales destacan: la proteccion de la costa al actuar
como rompeolas vivientes, la pesca artesanal o de subsistencia, el turismo ecolégico, y un gran
potencial farmacoldgico, gracias a la gran biodiversidad de organismos que en ellos reside
(Woodhead et al., 2019). En las comunidades costeras de los paises tropicales, los arrecifes
juegan un papel clave en términos sociales, ambientales y econdmicos, siendo el recurso marino

y la gran belleza escénica, fuentes de bienestar y sustento econémico.

Actualmente los arrecifes coralinos se encuentran en estado de riesgo, mostrando un declive
constante a nivel mundial (Bruno & Selig, 2007; Carpenter et al., 2008; Hughes et al., 2017);
dicho deterioro se debe principalmente al calentamiento de las aguas oceénicas, producto del
cambio climético acelerado, efecto causado por factores antropogénicos (Spalding & Brown,
2015; Hoegh-Guldberg et al., 2017; Bruno et al., 2019). Este aumento en la temperatura del mar
puede provocar el blanqueamiento de las colonias de coral, las cuales eventualmente podrian
llegar a morir (Ainsworth et al., 2016). Para contrarrestar dicho deterioro, Rinkevich (1995)
propone el método de “jardineria” de coral, el cual utiliza técnicas de la acuicultura, para
establecer viveros in situ o ex situ, con el fin de cultivar o producir fragmentos de coral de forma
masiva. El establecimiento de un laboratorio en tierra permite controlar los parametros
fisicoquimicos y la calidad del agua suministrada al cultivo. Sumado a esto, la reduccion de
factores adversos como la depredacion o la competencia permiten a los fragmentos crecer
adecuadamente (Rinkevich, 2015). Una vez concluida la fase de crecimiento, los corales
cultivados podrian ser eventualmente trasplantados de vuelta al arrecife o ser utilizados como

material de estudio para futuras investigaciones (Rinkevich, 2015).
1.1. Antecedentes

Hoy en dia, es posible encontrar un gran nimero de investigaciones enfocadas al estudio del

crecimiento de distintas especies de corales pétreos, tanto en condiciones controladas de



laboratorio o en el medio natural. Si embargo, pocos estudios abordan el factor crecimiento

desde la acuacultura, sea con fines comerciales y/o restaurativos.

Por ejemplo, en la laguna d’Albion en la Isla de Mauricio, se realiz6 un experimento
comparativo entre las tasas de crecimiento y la sobrevivencia de diez especies de coral, en un
vivero in situ y otro ex situ, durante dos afios, resultando en una variacion significativa en la tasa
de crecimiento en tres especies dependiendo del tratamiento (Pillay, Gian, Bhoyroo, & Curpen,
2012). Ademas, se documento6 que, para los corales en el vivero en tierra, la principal causa de
mortalidad fue un lento flujo de agua, mientras que, en el caso del vivero colocado en sitio
campo, fue la depredacion de moluscos del género Drupella. Esto evidencia algunas de las
diferencias y posibles desventajas que presentan ambas técnicas (Pillay et al., 2012).

En relacion a metodologias y factores asociados al cultivo de corales, en el 2012 se publican
los resultados del proyecto CORALZOO, un esfuerzo conjunto entre zooldgicos, acuarios y el
sector académico. Durante los cuatro afios que duro el proyecto (2005-2009), se recopild
informacién acerca de la reproduccion de los corales pétreos, tanto sexual como asexual,
incluyendo técnicas de propagacion. EI documento referente incluye también una revision de
distintas técnicas de maricultura, que van desde el desarrollo de bioensayos genéricos que
permiten evaluar parametros bidticos en el cultivo, hasta el como tratar ciertas enfermedades
coralinas. Las principales conclusiones son: (1) La alimentacion y el flujo de agua son
parametros clave en la capacidad de los corales de canalizar la energia proveniente de la
fotosintesis hacia procesos relacionados al crecimiento de la colonia. (2) En la gran mayoria de
las especies, la alimentacion promueve el crecimiento. (3) La influencia de la variacion
genotipica sobre el crecimiento, es mayor que la influencia de los factores externos. (4) En
acuario la frecuencia de enfermedades es completamente distinta a los patrones observados en el
océano. El 70% de las enfermedades en acuarios son algun tipo de sindrome blanco, ocasionados

por un patogeno (Osinga et al., 2012).

Con respecto a la velocidad de crecimiento, Cuartas & Ruales (2014) lograron en un periodo
de solo seis meses, quintuplicar el tamafio de su especie objetivo, Acropora millepora. Esto se
logro mediante la optimizacion del cultivo ex situ. En dicho estudio se le adjudicé gran parte del
éxito (rapido crecimiento) a un pH ligeramente alcalino (>8.3), lo cual pudo haber favorecido el

proceso de calcificacion. A partir de este estudio se elabora, una lista de los parametros de
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calidad del agua (temperatura, pH, salinidad, calcio, magnesio, amonio y nitritos), que se deben
seguir en caso de querer cultivar esta especie. Por otra parte, Shafir, Van Rijn & Rinkevich
(2001) realizaron un trabajo fundamental, al evaluar la viabilidad del uso de 821 “nubbins” 0
brotes (fragmentos minusculos de no mas de 15 pdlipos), como un método efectivo en la

produccidn de material propagativo.

Otro aspecto importante para un adecuado crecimiento es la nutricion heterotréfica. Toh y
colaboradores (2014) realizaron experimentos con Artemia como fuente de alimento, bajo la
premisa de aumentar el tamafio de las colonias de P. damicornis. Efectivamente, los corales
alimentados crecieron significativamente mas rapido, en comparacién a los que no se les
suministr6 Artemia. Ademas, los corales alimentados presentaron una mayor tasa de
supervivencia que los que no lo fueron, incluso, luego de ser trasplantados de vuelta al arrecife.
Investigaciones mas recientes, como la de Huang, Mayfield & Fan (2020) ratifican el efecto
significativo puede tener el suplementar Artemia como fuente de alimento a los corales. Durante
su experimento, observan los efectos de tres niveles de radiacion fotoactiva (PAR) sobre
especimenes alimentados y no alimentados de Pocillopora acuta. Los investigadores, reportan
que los corales alimentados con Artemia enriquecida crecieron mas rapido y presentaron una
pigmentacion mas oscura en comparacion a los corales que dependieron solamente de la energia
derivada de las fotosintesis (no alimentados). Concluyen que las variables respuestas peso
boyante, tasa de crecimiento especifica, extension lineal y color se ven influenciadas

significativamente por el alimento y, en menor medida, por la luz.

Pese a que la mayoria de estudios de propagacion se enfocan en especies ramificadas, de
rapido crecimiento, Forsman y colaboradores (2006) investigaron el tamafio de corte inicial para
el cultivo de fragmentos de corales del tipo masivo (Porites compressa y Porites lobta), en
viveros ex situ. A partir de este estudio se logré demostrar una relacion positiva entre el tamafio
de fragmento vy la tasa de crecimiento y mortalidad del mismo. Los fragmentos mayores a 3 cm?
no sufrieron dafios y crecieron mas rapido, a diferencia de los més pequefios (<1 cm?), que
tendieron a morir; por tanto, los autores concluyen que la mortalidad es dependiente del tamafio
inicial de corte del fragmento. En el 2015, Forsman y colaboradores amplian sobre este tema,
analizando no solo el método de corte de los fragmentos, sino también el de la fusion de los

mismos. Pequefios fragmentos (~1-3 cm?) procedentes de la misma colonia donante colocados
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sobre baldosas de ceramica mostraron rapida propagacion de tejido, seguida por fusion
isogenica. Utilizando esta estrategia en Orbicella faveolata, Pseudodiploria clivosa y Porites
lobata, los autores obtienen un crecimiento (en términos de area cubierta por tejido vivo)

respectivo, de hasta 63, 48 y 23 cm? por mes.

1.2. Justificacion

Los arrecifes coralinos son ecosistemas en constante amenaza, presentando una
tendencia global al deterioro debido a los impactos crénicos de origen antropogénico, como la
contaminacion, las malas practicas pesqueras, la acidificacién oceénica y el cambio climético,
entre otras (Hughes et al., 2003; Hoegh-Guldberg et al., 2007; Hoegh-Guldberg, 2011). Este
aumento en la temperatura superficial del agua tiene como consecuencia el blanqueamiento de
los corales, la pérdida de las algas simbiontes, zooxantelas, resultando en su debilitamiento. Si
esta condicion no es revertida la colonia puede morir, y con ella mucha de la biota asociada a la
misma (Hughes et al., 2017). Este ultimo fendémeno, es particularmente nocivo para estos
ecosistemas debido no solo al calentamiento de las aguas oceénicas, sino también al incremento

en la frecuencia de fendmenos naturales como EIl Nifio (Ampou et al., 2017).

Muchas de estas variaciones climaticas ocurren a una tasa a la cual los organismos no pueden
adaptarse (Rinkevich, 2015). Los corales manifiestan una disminucién en su capacidad de
absorber disturbios y de reorganizarse (resiliencia), por lo cual finalmente sucumben ante estas
presiones. Los arrecifes brindan un gran ndmero de servicios ecoldgicos, desde actuar como
agentes que modifican el litoral costero, hasta como refugio para una gran cantidad de peces con
alto valor ecoldgico y econémico, no obstante la calidad de estos servicios ha ido disminuyendo,
a medida que los arrecifes desaparecen (Bongiorni et al., 2011). Es por esto que, en el contexto
actual, la conservacién de estos ecosistemas, aunque importante, no es suficiente. Es necesaria
una medida proactiva, la restauracion arrecifal, la cual puede usarse para acelerar la recuperacion

de estos ecosistemas marinos (Rinkevich, 2015).

El empleo de viveros de coral ex situ puede llegar a ser una técnica efectiva, capaz de
producir fragmentos de coral (cepas) fuertes, resistentes a distintos tipos de presiones y con esto,

una mayor probabilidad de sobrevivir luego de ser trasplantados de vuelta al arrecife (Forsman,
4



Rinkevich & Huneter, 2006). En este tipo de sistemas, las condiciones de cultivo pueden ser
reguladas y monitoreadas cuidadosamente para minimizar el impacto de disturbios como
fluctuaciones de temperatura, grado de sedimentacion, la bioincrustracion de organismos no
deseados o la depredacién (Forsman et al., 2006). Ademas, la estabilidad del cultivo ex situ le
permite a los fragmentos crecer hasta un tamafio adecuado, antes de ser trasplantados al arrecife

o fragmentados de nuevo con el fin de producir nuevos brotes; reiniciando de esta forma el ciclo.

Con el presente trabajo se pretende evaluar que tan factible resulta el cultivo de dos especies
de coral formadoras de arrecife (Porites lobata y Pocillopora damicornis) bajo condiciones
controladas de laboratorio. En Costa Rica no existen estudios de esta naturaleza, por lo cual este
trabajo marca un precedente en la acuicultura de corales pétreos, pretendiendo sentar las bases
para futuros trabajos en este tema. Este trabajo busca como fin tltimo un mejor entendimiento de
las especies de coral, en pro de la conservacion/restauracion de los arrecifes coralinos. Los
resultados de este trabajo, se podrian implementar como una forma complementaria a futuros

planes de restauracion de arrecifes coralinos.

1.3. Planteamiento del problema a investigar

¢Son Porites lobata y Pocillopora damicornis, especies de coral adecuadas para ser
cultivadas en laboratorio, como medida de mitigacion a la degradacion de los arrecifes del
Pacifico Norte costarricense?

1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo general

e Evaluar la viabilidad del cultivo de dos especies de corales formadores de arrecife del
Pacifico Norte costarricense (Porites lobata y Pocillopora damicornis), mediante la

implementacidn de viveros ex situ, como una herramienta para la restauracion arrecifal.



1.4.2. Objetivos especificos

e Determinar la sobrevivencia para ambas especies de coral, en condiciones
semicontroladas de laboratorio como criterio para la valoracion del uso de sistemas de
cultivos ex situ.

e Determinar el crecimiento para ambas especies de coral, en condiciones semicontroladas

de laboratorio como criterio para la valoracion del uso de sistemas de cultivo ex situ.

e Recomendar los criterios de cultivo para la acuicultura de corales pétreos con fines

restaurativos.

2. Marco Tedrico

La mayoria de corales pétreos suelen ser organismos coloniales, constituidos por cientos a
miles de pequefios animales llamados pélipos (Oakley & Davy, 2018). Cada polipo funge como
unidad funcional, compuesto por una Unica abertura oral, rodeada de tentaculos provistos de
células urticantes (nematocistos), que facilitan la captura de alimento. Los corales formadores de
arrecife alojan en sus tejidos un alga fotosintética del género Symbodinium cominmente llamada
zooxantela, con la cual establecen una relacion simbiotica (Allemand & Furla, 2018). Estas algas
utilizan la energia solar para producir moléculas organicas (fotosintatos), principalmente glucosa,
la cual brinda al coral la energia necesaria para llevar acabo las reacciones bio-quimicas, que

resultan en la deposicion de su esqueleto calcareo (Tresguerres et al., 2017).

Las zooxantelas transfieren la mayor parte del carbono fijado durante la fotosintesis a su
huésped, méas del 95% en algunos casos (LaJeunesse et al., 2018). Esta caracteristica permite a
los corales colonizar areas someras, con una baja cantidad de nutrientes en disolucion (Muller-
Parker, D’Elia, & Cook, 2015), y al mismos tiempo ser capaces de formar uno de los ecosistemas

mas productivos conocidos.

Los arrecifes coralinos ofrecen refugio y sustento a un gran nimero de organismos marinos.

Muchos de estos organismos se asocian al arrecife en algun punto de su ciclo vital, ya sea en
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estadios tempranos de desarrollo, o0 como adultos (Brandl et al., 2019). El papel ecologico de los
arrecifes es invaluable, siendo focos de biodiversidad a lo largo del globo (Birkeland., 2015).
Gracias a su naturaleza pétrea modifican el paisaje actuando como rompeolas, amortiguando el
impacto del oleaje; ejerciendo una funcion protectora, imprescindible para el desarrollo de
asentamientos humanos en las costas tropicales. Dichas comunidades costeras emplean el
turismo derivado de la belleza escénica de los arrecifes como principal fuente de ingresos (Costa,
Araujo, Araujo, & Siegle, 2016).

En el caso de Costa Rica, al estar ubicada en el istmo centroamericano, se posiciona entre dos
de las tres zonas de arrecifes coralinos en América Latina, el Caribe y el Pacifico Oriental
(Cortés, 2003; Cortés & Jiménez, 2003). Para el Pacifico costarricense, se han reportado 46
especies, mientras que para el Caribe se reportan 44 especies de corales pétreos, entre especies

formadoras y no formadoras de arrecife (Cortés, 2009; Cortés et al., 2010).

Al norte de la costa Pacifica se encuentra el Golfo de Papagayo. En donde podemos encontrar
arrecifes y comunidades coralinas, creciendo a lo largo de la costa, sobre roca volcanica o arena
(Cortés, 2016). Uno de estos arrecifes es el de Playa Blanca (Jiménez, 2001), para el cual fue
reportado una recuperacion considerable, con coberturas de coral vivo del 80% (Jiménez,
Bassey, Segura, & Cortés, 2010). No obstante, este arrecife se ve actualmente amenazado debido
a la sobre pesca y al gran influjo de nutrientes, en la zona de Matapalo (Roth, Stuhldreier,
Sanchez-Noguera, Morales-Ramirez & Wild, 2015).

Para Costa Rica, destacan dos especies formadoras de arrecife en la vertiente del Pacifico,
Porites lobata y Pocillopora damicornis (Cortés & Guzman, 1998). Porites lobata, es
considerada la principal especie formadora de arrecife para Costa Rica, constituyendo méas de un
90% de la cobertura coralina en los arrecifes mejor desarrollados del Pacifico, incluyendo la Isla
del Coco (Cortés & Guzman, 1998; Cortés & Jiménez, 2003). Esta especie, a pesar de ser del
tipo masiva, crece relativamente rapido (1.4-1.9 cm/afio) durante los primeros afios de vida,
luego parece decrecer su ritmo de crecimiento a 1 cm/afio (Guzman & Cortés, 1989; Jiménez &
Cortés, 2003). La edad de algunos de los arrecifes de P. lobata van de los 500-5500 afios de
edad, y algunas de sus colonias pueden llegar a medir hasta 3 m de alto (Cortés, Macintyre, &
Glynn, 1994).



Por otra parte el género Pocillpora, es considerado uno de los principales constructores de
arrecifes en la region del Pacifico Tropical Oriental (Guzman & Cortés, 1993; Glynn et al.,
2017). En Costa Rica los pocilloporidos formaron grandes arrecifes, a lo largo de toda la costa,
principalmente en sitios poco profundos. Las especies del género Pocillopora son las que poseen
la mayor tasa de crecimiento del Pacifico costarricense, de unos 3.5 cm/afio (Guzman & Cortés,
1989; Jiménez & Cortés, 2003).

Actualmente, los arrecifes y comunidades coralinas se encuentran en estado de amenaza
constante debido a presiones antrépicas, principalmente el incremento en la temperatura oceanica
(Kwiatkowski, Cox, Halloran, Mumby, & Wiltshire, 2015). Dicho aumento desestabiliza la
asociacion simbiotica entre los polipos de coral y sus zooxantelas; este proceso se traduce en el
blanqueamiento de la colonia lo cual implica un fuerte debilitamiento y en muchos casos la
muerte del coral (Baird, Bhagooli, Ralph, & Takahashi, 2009; Stuart-Smith et al., 2018). Sumado
a esto, la acidificacion oceanica (Hoegh-Guldberg, Skirving & Dove, 2017), la contaminacién y
un incremento en la sedimentacion son también factores que ponen en riesgo la integridad de los

arrecifes coralinos (Suchley & Alvarez-Filip, 2018).

Esta situacion ha conducido a la implementacion de mdltiples esfuerzos por conservar
(principalmente la implementacion de Areas Marinas Protegidas) la integridad de los arrecifes,
lamentablemente, pese a ello, la mayoria de los ecosistemas arrecifales contintan deteriorandose
(Allison, Lubchenco & Carr, 1998; Rinkevich, 2005; Suchley & Alvarez-Filip, 2018; Bruno &
Toth, 2019). Si la gama de presiones negativas se mantiene a este ritmo, y si los actuales
métodos para combatirlas, siguen siendo poco efectivos, se predice que en 40 afios habremos
perdido cerca del 70% de los arrecifes a escala global (Bruno & Selig, 2007).

La poca efectivada de los métodos de conservacion tradicionales (“pasivos”) puede deberse a
que muchos de los conceptos, teorias y mecanismos implementados en el manejo de los sitios,
fueron disefiados para ser aplicados en areas protegidas terrestres (Rinkevich, 2008; Bruno &
Toth, 2019). El entorno marino, por su inmensidad presenta un grado de conectividad
extremadamente alto, anteponiendo un reto al momento de discernir cuales serian las mejores
herramientas a utilizar, para asegurar su adecuado manejo y proteccion (Parnell, Lennert-Cody,
Geelen, Stanely, & Dayton, 2005; Gill et al., 2017; Bruno & Toth, 2019).



Como respuesta a la degradacion arrecifal, y a la poca efectividad de los métodos
tradicionales de conservacion, emerge una medida activa, la restauracion arrecifal. La Sociedad
de la Restauracion Ecologica define a la restauracion como “el proceso de asistir la recuperacion
de un ecosistema que ha sido degradado, dafiado o destruido” (Clewell, Aronson, &
Winterhalder, 2006). Fundamentalmente, la restauracion ecoldgica posiciona, al ser humano
como agente activo capaz de asistir en la recuperacion del ecosistema. Esto en contraste con la
biologia de la conservacidn que se apoya en el proceso de sucesion ecoldgica (conjunto de fases
sucesivas a largo plazo), partiendo de la premisa de que por si solo, el ecosistema cuenta con los

mecanismos naturales para mitigar impactos antropicos o recuperarse de ellos.

La ciencia de la restauracion, a pesar de ser una disciplina relativamente reciente (poco mas
de 20 afios), ha mostrado resultados positivos (Van Oppen et al., 2017). Lo cual permite
proponer a la restauracion como un complemento (Normile, 2011) a los esfuerzos de
conservacion. Hobbs y Harris (2001) sefialan que la restauracion ecoldgica se convertira

eventualmente en la disciplina dominante dentro de las ciencias ambientales en el siglo XXI.

Los teoremas y conceptos basicos de la selvicultura son transferibles al que hacer de la
restauracion arrecifal. En 1995, Rinkevich se baso en el consolidado campo de la reforestacion
para proponer una técnica novedosa de restauracion coralina, llamada comunmente “jardineria de
coral”. El proceso de jardineria coralina consta de dos fases. La primera supone el cultivo de
fragmentos de coral en viveros especialmente disefiados, variando en métodos y formas
dependiendo de la especie y objetivos establecidos. Una vez que los fragmentos alcanzan un
tamafo deseado, se procede con la segunda fase, el trasplante de dichos fragmentos al arrecife,

con el fin de rehabilitar el &rea dafada.

Existen varias formas y métodos de restauracion arrecifal, las principales en orden de eficacia
son la jardineria de coral (método asexual) y la siembras de larvas (método sexual) (Osinga et al.,
2012). Actualmente la técnica con una mejor aceptacion y por lo tanto las mas utilizada para la
efectiva propagacion y restauracion de habitat arrecifal, es la de establecer viveros de coral in
situ  (Shaish, Levy, Gomez, & Rinkevich, 2008; Young, Schopmeyer, & Lirman, 2012). El
método consiste en la remocidn de pequefios fragmentos de una colonia silvestre sana. Luego,
estos fragmentos son colocados en una estructura a media agua, instalada no mucho mas

profundo del sitio de donde provienen originalmente los fragmentos (de modo que las
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condiciones oceanograficas no cambien radicalmente). En el vivero los pequefios fragmentos
crecen protegidos de la sedimentacion, el sobre crecimiento algal y la depredacion. Una vez que
los corales han alcanzado un tamario adecuado, se procede a trasplantarlos de vuelta al arrecife
de donde fueron colectados (Epstein et al., 2003; Rinkevich, 2015). Esta técnica, ademas de ser
sencilla, promete altas tasas de supervivencia y la posibilidad de obtener un gran namero inicial

de fragmentos.

Un aspecto potencialmente negativo de la propagacion por fragmentacion asexual, es que, al
utilizar fragmentos clonales, incurre en la posibilidad de disminuir la variabilidad genética de la
poblacion. Es por esto que se plantea la técnica de repoblamiento con reclutas sexuales (técnica
ex situ), en la cual se colectan gametos tanto masculinos como femeninos, con el fin de producir
larvas que eventualmente se convertiran en colonias, genéticamente diferenciadas (Young et al.,
2012).

La acuicultura coralina es una actividad que se ha restringido tipicamente a los entusiastas de
los acuarios marinos, no obstante, debido al estado deteriorado de los arrecifes en todo el mundo,
el interés en el cultivo ex situ con fines cientificos ha aumentado progresivamente. El nexo entre
la biologia de los corales y la acuicultura es un tema poco desarrollado, por lo cual el estudio de
métodos y técnicas con aval cientifico es de suma importancia en la actualidad (Leal et al.,
2014).

La principal meta del cultivo de coral es producir organismos de alto rendimiento, para lo
cual se deben tomar en cuanto varios factores determinantes para el éxito del cultivo ex situ. La
luz es primordial, ya que de esta depende la fotosintesis, proceso fisiolégico fundamental, que
incide en las tasas de calcificacion y por ende en el crecimiento (Khalesi et al., 2009; Rocha et
al., 2013).

La nutricion también es un factor determinante, ya que, aungue la fotosintesis aporta grandes
cantidades de carbono, no produce otras moléculas importantes, como nitrogeno y fésforo, las
cuales son esenciales para el desarrollo de los organismos. Corales bien alimentados pueden
sintetizar mas rapidamente aminoacidos y proteinas, constituyentes de la matriz orgénica, que
sirve como armazén para la insercion del carbonato de calcio (Osinga et al., 2012). Otros

factores como el flujo de agua, la alcalinidad y la salinidad son igualmente importantes.
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3. Marco Metodoldgico

Los fragmentos fueron recolectados en Playa Blanca, Guanacaste (10°32°04.5’°N,
85°45°47.6” W), Pacifico de Costa Rica el dia 19 de abril del 2018, segun la resolucion del
permiso de investigacion ACT-OR-DR-021-18. El arrecife es de tipo franja costera y limita al
este con Playa Matapalo, en una zona rocosa que coincide con la desembocadura de la Quebrada
Calentura, donde la profundidad maxima es de 2m. Al oeste el arrecife limita con Punta
Matapalito, con profundidades de hasta 14m (Méndez, 2014).

En el arrecife se identificaron colonias de coral sanas, que no presentaran sefiales de
enfermedad, lesiones o blanqueamiento. Se extrajeron 5 colonias de Pocillopora damicornis de ~

15 cm y un fragmento de Porites lobata de ~15 x 12 cm?,

Las colonias fueron transportadas en una hielera con agua marina y aireacion al Laboratorio
del Programa de Investigacion y Desarrollo en Acuicultura Marina del Parque Marino del
Pacifico, Puntarenas, Costa Rica. Una vez en el laboratorio, las colonias fueron aclimatados
(28°C) por una semana para posteriormente ser fragmentadas en pedazos méas pequefios (1,5-2,0

cm?), utilizando una sierra eléctrica con hoja de diamante marca Gryphon.

Dichos fragmentos fueron adheridos con pegamento de alta densidad a discos de ceramica de
3 ¢cm de didmetro. Una vez adheridos, los fragmentos fueron irrigados y su tejido limpiado de
mucus Yy restos de carbonato de calcio, producto de la fragmentacion. Seguidamente fueron
colocados en seis estructuras tipo mesa de 60 cm de alto, sosteniendo una rejilla de 60 x 60 cm?,
en donde se colocaron los corales posicionados hacia arriba para simular la orientacién natural de
la luz (Fig. 1A). Cada rejilla contuvo en total 30 fragmentos (15 por especie), a continuacion, se
colocaron tres mesas por tanque, para un total de 90 fragmentos de coral por tanque; 45 de P.

lobata y 45 de P. damicornis.

Las rejillas se colocaron en dos tanques circulares de fibra de vidrio de 10m3, con tres
estructuras de rejillas por tanque (Fig. 1B). Los tanques se ubicaran en un planché de concreto

bajo un cobertor de malla sombra (saran) de 80% de filtracion de luz solar.
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Cada tanque estuvo conectado a un sistema de recirculacion semicerrado con 5% de flujo
continuo de agua marina fresca. El caudal de recambio fue de 60L/min. Los sistemas estuvieron
compuestos por: un filtro mecéanico modelo Astral pool Aster 99, un filtro biol6gico (estafiones
plasticos con 60 litros de material filtrante de biobarriles plasticos), una bomba centrifuga
trifasica de 230v, 0,5 HP, un filtro UV marca UV STERILIZIER y un fraccionador de espuma
RK2, modelo RK10AC-PF (Fig. 1C). Ademas, se colocaron dos piedras de aireacion por tanque

para mantener el agua marina en movimiento.

1 H EET 1L
l»,,, gganpanBREERL

Fig. 1. Sistema de cultivo. A) estructura tipo mesa. B) tanque circular de 10m3. C) Sistema de recirculacion de

agua marina

Dentro de cada tanque se colocaron sensor de temperatura HOBO Water Temp Pro v2 (U22-
001), programado para registrar la temperatura cada 10min. La radiacion fotosintética activa o

PAR por sus siglas en ingles se midié mediante un luxémetro Sper Scientific modelo L860152.

Para determinar el contenido de nutrientes (amonio, fosfatos, nitratos, nitritos) por tanque, se
tomaron muestras de agua de manera semanal. Dichas muestras fueron luego analizadas
mediante un Autoanalizador de Flujo Continuo (FIA por sus siglas en ingles), marca Lachat
Instruments, en el Laboratorio de Oceanografia Quimica, del CIMAR, Universidad de Costa
Rica.

La alcalinidad, el calcio, y el magnesio se midieron utilizando los Kits comerciales
Aquaforest® TestPro (Anexo 1), certificados con sello de titulacion y exactitud por medio de
espectrofotometria UV-VIS por MarinLab Professional Water Tests. La salinidad no se midi6 de
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manera sistematica. Se hizo una primera medicién al inicio del experimento, y luego, conforme

se considerd conveniente, utilizando un refractdmetro marca ATAGO modelo ATC-S/Mill-E.

Porites lobata es un coral del tipo masivo y P. damicornis es un coral del tipo ramificado, por
lo tanto, las mediciones y su interpretacion son distintas. EI crecimiento de los fragmentos de P.
lobata es expresado, como la extension del tejido incrustante sobre el disco de ceramica; en el
caso de los fragmentos de P. damicornis esta medicion corresponde al area de fijacion de la
colonia. Es decir, el tejido diferenciado, responsable del anclaje del fragmento sobre el sustrato

(en este caso es el disco de ceramica).

El crecimiento y la sobrevivencia de cada uno de los fragmentos de coral fue monitoreado
con una camara submarina (Olympus Waterproof Tough TG-5). Se tomaron fotografias de los
fragmentos de coral al iniciar el experimento el 17 de mayo del 2018, para luego repetir el
registro fotografico con una periodicidad de aproximadamente 15 dias, hasta el final del
experimento el 17 de octubre 2018. Cada una de las fotografias se tom6 en un angulo
perpendicular (cenital) al sustrato, a fin de reducir al minimo posibles errores de tipo paralaje en
la medicidn del area superficial (tejido del cenosarco) en el caso de P. lobata y de la extension de
las ramas en el caso de P. damicornis. Sumado a esto a los fragmentos de P. damicornis se los

tomo también una fotografia lateral con el fin de calcular su altura.
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Fig. 2. Mediciones realizadas a los fragmentos de coral. A) medicidon del area de fijacién. B) medicién del area
superficial de tejido, la linea azul enmarca la periferia del tamafio original del fragmento, y la linea amarilla nuevo
tejido agregado respecto a este. C) medicidn del largo y el ancho, a: largo, b: ancho. D) medicion de la altura para

P.damicornis, c: alto

Las fotografias fueron procesadas mediante la utilizacion de ImageJ 1.45, programa digital de
libre acceso que permite calcular el area y las estadisticas de valor de pixel, de secciones de una
fotografia definidas por el usuario (Schneider et al., 2012). EIl area superficial de tejido,
representa la métrica de crecimiento para P.lobata, mientras que para P.damicornis denota el
area de fijacion (AF), la cual se medi6 respecto al area del disco de ceramica (7.07 cm?) de la
siguiente manera: area del fragmento en pixeles (afp) y area del disco en pixeles (adp) (Fig. 2A 'y
2B).

Crecimiento P.lobata (cm?) o AF en P.damicornis (cm?) = 7.07*(afp/adp).

A partir de las fotografias cenitales de P. damicornis se calcul6 el largo (a distancia maxima
entre las ramas distales) y ancho (la medida perpendicular al largo) de los fragmentos. Dichas
mediciones se obtuvieron, utilizando la distancia conocida entre cada cuadricula de la rejilla (1.6
cm) como medida de calibracion del software, mientras que para las fotografias laterales se
utiliz6 como medida de calibracion conocida 0.5 cm, el alto del disco de cerdmica. Una vez se
obtuvieron el largo (cm), ancho (cm) y alto (cm) de los fragmentos (Fig. 2C y 2D), se calcularon

para cada fragmento el area de la corona (AC) y el volumen elipsoidal (\Vol).

Para calcular el area de la corona (cm?), de los fragmentos de Pocillopora se utilizo la

siguiente formula (Baums et al., 2019):
AC (cm?) = a*b*n/4
Donde a'y b son el largo (cm) y ancho (cm), respectivamente.

Para calcular el volumen (cm3), de los fragmentos de Pocillopora se utilizé la siguiente
formula (Salinas-Akhmadeeva, 2018):

Vol (cm®) = 1/8 *(4/3mabc)

Donde a,b,c son el largo, ancho y alto en cm.
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A partir de los datos obtenidos del AF, AC, Vol, se calculo la tasa de crecimiento (TC) para
la totalidad de los fragmentos a lo largo del periodo experimental. Para esto, se utilizaron las

siguientes formulas:
Tasa de crecimiento

La tasa de crecimiento (TC) es el cambio, ya sea en el &rea o volumen en un tiempo
determinado. La tasa de crecimiento se calculd, para los fragmentos que sobrevivieron hasta el
final del periodo experimental, de la siguiente manera: la diferencia entre la Gltima medicién
efectuada (afragu) y la medicion realizada anterior a esa (afraga), dividida entre los dias entre

unay otra (tu —ta).
TC (cm?d?) = (afragu — afraga) / (tu — ta)
Sobrevivencia

El porcentaje de sobrevivencia mensual se calculd restando el nimero de los fragmentos de

coral muerto (nm) de la muestra total (n), como sigue:
Sob=(n—nm)*100/n

Calculo de rendimiento

El rendimiento del cultivo coralino para P.lobata se calculé como el rendimiento obtenido
proporcional al rendimiento esperado, estableciendo como valor de cosecha 7.07 cm?, el
equivalente a un disco de ceramica lleno. Para esto se utilizaron las siguientes ecuaciones

modificadas de Schippers y colaboradores (2012):
Roy= (100 X Robt) / Resp
Resp= Robt (Nfrag X Pfrag)

El simbolo Resp €s el rendimiento (la cosecha deseada, expresada en este caso en ¢m?), Nirg
es el numero inicial de fragmentos a ser cultivados, y Psag €S la cosecha media por fragmento

durante el periodo de cultivo,

Pfrag = (1'2) Ft
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se sugiere Z como factor de rezago contemplando la sobrevivencia (100 - % de fragmentos
sobrevivientes que no alcanzaron el tamafio deseado) /100, y F: es el tamafio del fragmento al

finalizar el periodo de cosecha de duracion t.

Analisis estadistico

Se utilizo el programa estadistico R version 4.0.2. Los datos fueron sometidos a la prueba de
contrastes de normalidad de Shapiro-Wilks; a partir de los resultados obtenidos se establecié que
los datos eran no paramétricos. Por lo que se utilizé la prueba de suma de rangos de Wilcoxon,
esto, con el de establecer posibles diferencias significativas entre las distintas variables (excepto
la salinidad que no se midi6 sistematicamente) por tanque. La sobrevivencia entre las especies
por tanque, se compard usando el método de Kaplan-Meir (Lee, 1992). Para el estudio del
crecimiento, los datos fueron primero transformados a logio, para ser luego utilizados en una
serie de modelos de regresion lineal simple. La relacion entre las métricas area de la corona y
volumen se trabajo mediante un anélisis de correlacion de Spearman. Los resultados estadisticos

se trabajaron a un nivel de confianza del 95%.
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4. Resultados

Sobrevivencia

De los 180 fragmentos, el 100% sobrevivié a el proceso de subclonacién y sujecion a los
discos. Durante los primeros dias, se observo una primera capa de tejido coralino, el cenosarco,
expandiéndose a lo largo de los margenes del area de corte, como lo observaron Forsman et al.
(2006).

La sobrevivencia final para los fragmentos de P. lobata fue de 68.89% en el tanque 1y
71.11% en el tanque 2. En el caso de P. damicornis el 71.11% sobrevivié en el tanque 1,
mientras que en el tanque 2 fue del 100%. Indiferentemente de la especie, se encontré una
diferencia significativa en la sobrevivencia total de los fragmentos colocados en el tanque 1

respecto a los que se colocaron en el tanque 2 (Cuadro 1).

En el T1, catorce fragmentos murieron en el periodo del 17 de mayo al 1 de junio. La causa
del evento no esta clara, pero, se presume al estrés asociado a la fragmentacion sumado al
proceso de aclimatacion al tanque como posibles factores asociados a esta mortalidad inicial.
Los 31 fragmentos restantes sobrevivieron (68.89%) hasta mediados de octubre, momento en que
mueren todos los fragmentos en el T1y se da por terminado el cultivo experimental. El mes de
octubre del 2018 se caracterizd por un régimen pluvial particularmente alto, en el que
convergieron un extenso temporal y 6 ondas tropicales, segun el Boletin Meteorol6gico Mensual
emitido por el Instituto Meteorolégico Nacional, 2018. Durante este mes se registraron los
valores de salinidad mas bajos (T1= 17 PSU y T2= 24 PSU). Es claro que el fuerte influjo de
agua de lluvia, causo un descenso abrupto de la salinidad (y demés parametros fisico-quimicos),

resultando en la pérdida del cultivo.

Similar a los fragmentos del T1, los P. lobata en el segundo tanque (T2), experimentaron un
primer episodio de mortalidad (mueren 12 fragmentos) entre el tiempo 0 (Fig. 3) y el 1 de junio.
Quince dias después, el 16 de junio se registra un fragmento muerto, para un indice de
sobrevivencia final del 71.11%. Este porcentaje se mantuvo estable hasta el final del ensayo

experimental.
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Fig. 3. Sobrevivencia (%) de los fragmentos de P. lobata por tanque. En el eje x los meses se representan en forma
de “tiempos”. El tiempo 0, es el momento (17/05/18) en que se colocaron los fragmentos en los tanques de cultivo,

hasta llegar a el tiempo 5, momento (17/10/18) en que finaliza la toma de datos

El patron de sobrevivencia de P. damicornis cambié significativamente dependiendo del
tanque en donde fuesen colocados los fragmentos. Analogo a lo experimentado por P. lobata, los
fragmentos de P. damicornis ubicados en el T1 también sufrieron un evento de mortalidad
inicial.

Pasados 22 dias desde la introduccion de los fragmentos al T1, se registraron seis fragmentos
muertos; a la siguiente semana mueren otros seis. Finalmente, a los 44 dias de iniciado el cultivo
muere otro fragmento, resultando en una tasa de sobrevivencia final de 71.11%. En el caso de los
fragmentos en el T2 la sobrevivencia fue del 100% a lo largo del periodo que duro el cultivo

experimental (Fig. 4).
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Fig. 4. Sobrevivencia (%) de los fragmentos de P. damicornis por tanque. En el eje x los meses se representan
en forma de “tiempos”. El tiempo 0, representa el momento (17/05/18) en que se colocaron los fragmentos en los
tanques de cultivo, el tiempo 1,2,3,4 representan el inicio de cada mes, hasta llegar a el tiempo 5, momento
(17/10/18) en que finaliza la toma de datos

Crecimiento Porites lobata

En promedio, el éarea inicial de los fragmentos de P. lobata colocados en el T1 fue
1.31+0.37cm?; mientras que en el T2 fue de 1.36+0.31 cm?. Después de 152 dias, los fragmentos
en T1 (n=31) habian aumentado su area un poco mas del doble (216%), con lo que se reporta un
area final total de 2.83+1.07 cm?, a una tasa de crecimiento promedio de 0.010+0.052 cm?d™. En
el caso de los fragmentos en el T2 se reporta un valor final significativamente mayor (3.78+1.55 cm?),
triplicando su érea final (cuadro 1). La tasa de crecimiento también fue significativamente mas alta,
0.016+0.0.43 cm?d™.

En el caso del T1, la répida expansion de tejido, represento un aumento en el area coralina de
aproximadamente 1 cm?, pasando de 1.31+0.37 cm? a 2.34+0.35 cm? a una tasa de 0.069+0.026
cm?dt. A los 44 dias los corales alcanzaron un maximo en el area coralina de 4.04+1.03 cm?a
una tasa de crecimiento de 0.038+0.069 cm? d. Posteriormente, el 12 de Julio, se reporta un

primer descenso en los valores biométricos, tanto del area coralina (3.95+1.23 cm?) como de la
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tasa de crecimiento (-0.017+ 0.138 cm? d1). Esta tendencia a la baja en ambos valores, se tradujo
en un decrecimiento que se mantuvo a lo largo del periodo de estudio (Fig. 5y cuadro 1). A los
93 dias el valor del area promedio reportado es de 2.83+1.67 cm?. Finalmente, a mediados del
mes de octubre, se observoé la decoloracion de la totalidad de los fragmentos que al poco tiempo

murieron, producto de la entrada de agua de lluvia a los tanques.

Cuadro 1. Cambio en el nimero total, porcentaje de sobrevivencia, y valores de crecimiento asociados a P.

lobata durante el periodo experimental. El simbolo * denota diferencias significativas (p-valor <0.05) entre los

tanques
. . < < Incremento
* *
Tanque Ninicial N final Sobrev’:venma Area ) Area 5 promedio  TC (cm2d?1)*
frag.inicial(cm?)  frag.final(cm?) (%)

Tl 45 31 68.89% 1.31+0.37 2.83+1.07 216 0.010+0.052
T2 45 32 71.11% 1.36+0.31 3.78+1.55 277 0.016+0.0.43
Significanc - - 5e-08 - 0.002 - 0.0008
ia (p-valor)

Fig. 5. Fragmento 25, colocado en el tanque 1. a) Expansién del cenosarco; b) tejido con polipos; c) perdida de

tejido en la periferia del fragmento

Los fragmentos de P. lobata colocados en el T2, experimentaron un aumento en su area de
1.36 +0.31 cm? a 2.06+0.69 cm? en menos de un mes de haber comenzado el cultivo (tasa =
0.039+ 0.053 cm? d1). A los 113 dias, se registro el valor mas alto (4.43+1.55 cm?) del éarea
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coralina. Diez dias después el 22 de septiembre, los fragmentos en el T2 siguieron la misma
tendencia (aunque con dos meses de diferencia) que sus contrapartes en el T1, evidenciando una
primera reduccion del tejido coralino (-12%) que continGo deteriorandose (-0.023+ 0.079 cm? d-
1 hasta el final del periodo experimental, no obstante, y a diferencia de los fragmentos en el T1,
la reduccion en el area final (3.78+1.55 cm?) fue menos marcada (Fig. 6 y Fig. 7).
Adicionalmente, siete fragmentos en el T2 lograron abarcar el 90 % (>6.5 cm?) del disco en ~90
dias (Fig. 8). Ademas, los fragmentos en el T2 sobrevivieron al evento pluvial que se presume
causo la muerte de los fragmentos en el T1.
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Fig. 6. Cambio en el rea (cm?) promedio y desviacion estandar respecto al tiempo de residencia en los tanques de

cultivo, para la totalidad de los fragmentos
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Fig. 7. Tasa de crecimiento del area coralina (cm?) respecto al tiempo de residencia en los tanques de cultivo,

para la totalidad de los fragmentos y hasta un acumulado de 152 dias

Fig. 8. Fragmento 34, T2. De izquierda a derecha, crecimiento del 17/05 al 09/08

Segun se observa en los modelos de regresion lineal, el desempefio de los fragmentos de P.
lobata a lo largo del periodo de cultivo varié significativamente (p-valor <0.005) en funcién del
tanque en donde fueron colocados, aunque el tiempo de residencia en los tanques por si solo
explico apenas el 16% de variacion en el area 'y 18% en el caso de la tasa de crecimiento. En la
Fig. 9 vemos como el area de los fragmentos en el T2 aumenta y sobrepasa (~50 dias) al area de

los fragmentos en el T1, congruente con el comportamiento de la tasa de crecimiento. Los
22



fragmentos en el T2 crecen a una mayor tasa que los del T1; esta diferencia se mantiene
constante, incluso conforme las tasas decaen (decrecimiento) con el paso del tiempo (Fig. 10).
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Fig. 9. Relacién entre el cambio en el area (logio) de los fragmentos en dependencia del tanque en donde fueron
colocados (p-valor < 2.2e-16; r’=0.16)
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Fig. 10. Relacion entre el cambio en la tasa de crecimiento (logio) de los fragmentos en dependencia del tanque en
donde fueron colocados (p-valor < 2.2e-16; r>=0.18)
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Crecimiento Pocillopora damicornis

El patron de crecimiento no fue homogéneo para esta especie; varios de los fragmentos
lograron abarcar una gran parte del sustrato e incluso extendieron su tejido méas alla de la
periferia del mismo, algunos otros, expandieron su area basal muy poco, pero desarrollaron
mayor numero de ramas. No obstante, la mayoria cayo dentro de un patron de crecimiento
intermedio, en donde, después de cierto tiempo el AF dejo de crecer, mientras que las ramas
continuaron extendiéndose (AC y Vol) (Fig. 11).

Fig. 11. Fragmento 127 (T2); a) Fotografia cenital y lateral tomada al inicio del cultivo experimental b) mismo
fragmento luego de 127 dias en el sistema de cultivo

Para el area de la corona (AC) se obtuvo un valor final de 5.49+4.01 cm? a una tasa de

0.023+ 0.053 cm? d* en el caso del T1y 4.20+3.12 cm?; 0.019+0.048 cm? d™, para el T2. Como

se menciond anteriormente, algunos de los fragmentos desarrollaron varias ramas nuevas,

mientras que otros no lo hicieron (Fig. 12).
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Fig. 12. Fragmento 69 (T2); a) Fotografias aérea y literal tomadas al inicio del cultivo experimental b) mismo
fragmento luego de 127 dias en el sistema de cultivo

El volumen final y la tasa de crecimiento de los corales en el T1 fue de 58.61+53.75 cm®y de

0.344+ 0.603 cm® d, respectivamente. En el T2 los fragmentos crecieron 37.05+37.86 cm® a una

tasa de 0.189+ 0.482 cm®d™. Y, al igual que las otras dos métricas, el volumen develé un patron

de crecimiento disimil entre los fragmentos de P.damicornis (cuadro 2).

Cuadro 2. Valores promedio iniciales y finales para el &rea de fijacion (AF) de la corona (AC), y el volumen

(\Vol) a Pocillopora damicornis. * denota diferencias significativas (p-valor <0.05) entre los tanques.

Tanque | N N *Sobr | AF.inici | AF.final( | Inc.AF. *AC. *AC. Incr. *Vol.inic | *Vol..fin | Incr.
inic | fina | evive | al (cm?) | cm?) promedio | Inicial final AC. (%) | ial(cm®) | al(cm®) | Vol. (%)
ial |1 ncia (%) (cm?) (cm?)

(%)
T1 45 |32 | 711 0.5740. | 5.59+1.86 980 1.50+0.7 | 5.49+4. 366 11.12+6. | 58.61+53 527
15 6 01 8 .75
T2 45 |45 | 100 0.59+0. | 5.76+1.30 976 1.46+0.9 | 4.20+3. | 287 8.69+6.2 | 37.05+37 426
24 3 12 4 .86
Significa
ncia (p- - - | <2e- 0.8176 - 3.08e-10 - 2.2e-16 -
valor) 16
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Cuadro 3. Valores promedio para las tasas de crecimiento asociadas a Pocillopora damicornis en cada tanque. El

simbolo * denota diferencias significativas (p-value <0.05) entre los tanques.

Tanque Tasa AF. (cm?d?) Tasa AC. (cm?d?)* Tasa Vol. (cm3d?)*
T1 0.035x0.047 0.023+0.053 0.344+0.603
T2 0.037x£0.046 0.019+0.048 0.189+0.482
Significancia 0.134 0.003355 0.001072
(p-valor)

Area de fijacion (AF)

La seccion basal o area de fijacion inicial de los fragmentos de P. damicornis colocados en el
T1 aumento de 0.57+0.15 cm? a 1.05+0.49 cm? durante los primeros 22 dias (0.032+0.030 cm? d-
1) de estar inmersos en el sistema de cultivo. En el mismo periodo de tiempo, el area de fijacion
en los fragmentos en el T2 paso de 0.59+0.24 cm? a 0.98+0.43 cm? a una tasa de 0.026+0,024
cm? d?. A los 71 dias (27/07/18) el area de fijacion promedio habia aumentado casi 8 veces su
tamafio original habiendo producido 4.36+2.01 cm? de tejido incrustante a una tasa de
0.054+0.046 cm? d*. Similar a sus congéneres; luego de 71 dias en el sistema, los fragmentos de
P. damicornis en el T2 incrementaron su area de fijacion hasta un 4.52+1.60 cm? (aumento de
766%) a una tasa de 0.058+0.029 cm?d* (Fig. 13 y Fig. 14).

Dado por terminado el periodo experimental, se reporta un area de fijacion y una tasa de
crecimiento final de 5.63+1.87 cm? y 0.001+0.001 cm?d™® en el T1 y de 5.76+1.29 cm? y
0.005+0.015 cm?d! en T2. No se encontraron diferencias significativas ni entre el area de
fijacion ni entre la tasa de crecimiento asociadas a los fragmentos en los tanques de cultivo,

aunque esta Ultima disminuyo notoriamente hacia el Gltimo mes de estudio (cuadro 3).
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Fig. 13. Cambio en el area de fijacion (cm?) y desviacion estandar de la totalidad de los fragmentos conforme se

Tasa area de fijacion (cm? d!)

fueron acumulando los dias de residencia en los tanques de cultivo
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Fig. 14. Tasa de crecimiento del area de fijacion (cm?) para la totalidad de los fragmentos conforme se fueron

acumulando los dias de residencia en los tanques, hasta un total de 152 dias.
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Area de la Corona (AC)

Tanto el area de la corona como el volumen de los fragmentos fue aumentando
progresivamente conforme nuevas ramas se sumaban a las preexistentes, y estas a su vez se
alargaban y bifurcaban. Durante las primeras semanas, el area de la corona de los fragmentos en
el T1 paso de 1.50+ 0.76 cm? a 1.98+1.04 cm? a una tasa de 0.032+0.050 cm? d*. Asi mismo, el
AC de los fragmentos en el T2 aumento de 1.40+0.93 cm? a 1.63+1.06 cm? a una tasa de
0.011+0.025 cm? d. A mediados del periodo experimental (~70 dias) el AC de los fragmentos
en el T1 se habia duplicado respecto al valor inicial (3.64+2.44 cm?; tasa de 0.031+0.052 cm? d-
1. Mientras tanto, los fragmentos en el T2, aumentaron a 2.74+2.21 cm? (0.014+0.032 cm? d?)
en el mismo lapso. (Fig. 15). El promedio final del area de la corona para los fragmentos en el T1
fue 5.52+4.03 cm?, asociada a la tasa de crecimiento mas bajas registrada durante el periodo
experimental, 0.001+0.000 cm? dX. Finalmente, en el T2 el area de la corona final alcanzo a
medir 4.20+3.11 cm? a una tasa de 0.015+0.022 cm?d™* (Fig. 16).
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Fig. 15. Cambio en el area de la corona (cm?) para la totalidad de los fragmentos conforme se fueron
acumulando los dias de residencia en el sistema de cultivo
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Fig. 16. Tasa de crecimiento del area de la corona (cm?) para la totalidad de los fragmentos conforme se fueron

acumulando los dias de residencia en los tanques, hasta un acumulado de 152 dias

Volumen Elipsoidal (Vol)

El volumen elipsoidal se comport6 de manera analoga al area de la corona. Transcurridos un
poco mas de dos meses en los sistemas de cultivo el volumen promedio de los fragmentos
colocados en el T1 se triplico (35.34+29 cm?®) a una velocidad de 0.501+0.809 cm®d™. En el T2

el volumen promedio fue de 23.424+25.05 cm® y la tasa registrada fue de 0.315+0.569 cm?® d*
(Fig. 17).
El promedio final para el volumen de los fragmentos en el T1 fue de 58.96+54.12 cm® y, al

igual que para el AC se encontrd una de tasa de crecimiento muy reducida (0.014+0.015 cm®d™?).
El volumen final que alcanzaron los fragmentos en el T2 fue de 37.05+37.86 cm® a una tasa de

crecimiento de 0.175+0.324 cm®d! (Fig. 18).
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Fig. 17. Cambio en el volumen elipsoidal (cmq) para la totalidad de los fragmentos conforme se fueron

acumulando los dias de residencia en los tanques.
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Fig. 18. Tasa de crecimiento en términos de volumen elipsoidal (cm?®) para la totalidad de los fragmentos conforme
se fueron acumulando los dias de residencia en los tanques, hasta un total de 152 dias
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La diferencia entre los valores del area de fijacion para los tanques no fue significativa, caso
contrario al area de la corona y el volumen (cuadro 2). Al igual que en el caso de P.lobata, se
generd un modelo de regresion lineal simple para explorar de manera general estas diferencias.

Segun el modelo (Fig. 19) existe una relacion positiva significativa entre ambas variables,
ademas, una buena proporcion de la variabilidad (56%) en el area de fijacion es explicada por el
acumulado de dias en los tanques, aunque conforme paso el tiempo, ambas tasas de crecimiento
bajaron (Fig. 20).
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Fig. 19. Relacion entre el cambio en el area de fijacién (logio) de los fragmentos conforme el paso del tiempo, y

en dependencia del tanque en donde fueron colocados (p-valor = < 2.2e-16; R?>= 0.56)

31



tanque
1
- 2

Log (tasa area de fijacion)

Dias acumulados

Fig. 20. Relacion entre el cambio en la tasa del &rea de fijacion (logio) de los fragmentos conforme el paso del

tiempo, y en dependencia del tanque en donde fueron colocados (p-valor = < 2.2e-16; R?=0.14)

En el caso del area de la corona, ocurrié lo contrario. EI AC en el T1 fue ligeramente mayor
desde el inicio del cultivo, y se mantuvo asi hasta el final del periodo experimental. No obstante,
la tasa de crecimiento bajo paulatinamente en el T1, mientras que en el segundo tanque se

mantuvo constante a lo largo del tiempo (Fig. 21y Fig. 22).
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. 21. Relacion entre el cambio en el area de la corona (logio) de los fragmentos conforme el paso del tiempo,

y en dependencia del tanque en donde fueron colocados (p-valor = < 2.2e-16; R?= 0.23)
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. 22. Relacion entre la tasa del cambio en el area de la corona (logio) de los fragmentos conforme el paso del

tiempo, y en dependencia del tanque en donde fueron colocados (p-valor=0.05582; R?=0.006)
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Como era de esperarse, el modelo para el volumen se comport6 de la misma manera que el
modelo del AC (Fig. 23 y Fig. 24).
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Fig. 23. Relacion entre el cambio en el volumen (logio) de los fragmentos conforme el paso del tiempo, y en
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dependencia del tanque en donde fueron colocados (p-valor= < 2.2e-16; R?= 0.26)
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Fig. 24. Relacion entre el cambio en la tasa de crecimiento del volumen (logio) de los fragmentos conforme el

paso del tiempo, en dependencia del tanque en donde fueron colocados. (p-valor= 6.001e-06; R>= 0.03)
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El estadistico R-cuadrado, tanto del area del area de la corona, como del volumen, fueron
muy bajos. Esto implica que el factor tanque por si solo, no es un predictivo los suficientemente
robusto cdmo para explicar la variacion en la tasa de crecimiento de los fragmentos de P.

damicornis.

Area de la Corona versus el Volumen Elipsoidal

Se encontré una fuerte correlacion positiva entre el AC y el Vol de los fragmentos de
Pocillopora (r de 0.96) (Fig. 25). Este resultado, que por si solo parecié obvio, no brindo
informacion particularmente relevante, hasta que, se complementé con un segundo anélisis de
correlacion. En el cual el AC y el Vol (Fig.26) se trabajaron por separado como variables
dependientes, cada una en funcion de la variable independice tiempo. Finalmente, se obtuvieron
coeficientes de correlacion muy similares r= 0.42 y r=0.43 (Fig.27). Por tanto, se dedujo que la

fuerza de la relacion de ambas métricas respecto al tiempo eran practicamente la misma.
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Fig. 25. Relacion entre el area de la corona (cm?) y el volumen elipsoidal (cm®) con valores extremos. Las

métricas se correlacionan con un r de 0.96 y un p-valor de < 2.2e-16
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Fig. 26. Relacion entre el area de la corona (cm?) y los dias acumulados (cm?®). Las métricas se correlacionan con un

rde 0.42 y un p-valor de < 2.2e-16
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Fig. 27. Relacion entre el volumen elipsoidal (cm®) y los dias acumulados. Las métricas se correlacionan con un r de

0.43 y un p-valor de < 2.2e-16
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Hasta este punto el componente crecimiento se ha abordado de forma paralela a través del
AC y el Vol. No obstante, pasado este punto, los resultados se discutiran en términos de V y no

de AC, debido a un mayor uso de la métrica volumen en la literatura cientifica.

Rendimiento

Se calculo el rendimiento Unicamente para los fragmentos de P.lobata en el T2, ya que
ninguno de los fragmentos en el T1 alcanzo el tamafio de cosecha. A partir de un namero inicial
de 45 fragmentos y un tamafio final (Fy) de cosecha de 7.07 cm? se obtendria un rendimiento
hipotético igual a 318.15 cm?. En este estudio se obtuvo un valor de Z= 0.78 dado que, de los 32
fragmentos sobrevivientes, Unicamente 7 alcanzaron un F; = ~7.07 cm? durante el periodo que
duro el cultivo experimental. Sustituyendo en la ecuacion P = (1-0.78) x 7.07 cm? = 1.55.
Finalmente, se obtuvo un rendimiento (R) igual a 45 x 1.55= 69, 75 cm?2. Equivalente a un 21%

de la cantidad de material que ingreso en un principio al sistema.

Caracterizacion del agua

La mayoria de las variables fisico-quimicas mostraron diferencias significativas entre los
tanques, excepto la alcalinidad. Se obtuvo una diferencia significativa entre la temperatura y el
PAR, ambas propiedades conservativas. La temperatura fue la Unica que no vario
significativamente respecto a los valores reportados en la literatura como aceptables para el

desarrollo de este tipo de organismos (cuadro 4).
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Cuadro 4. Promedio y desviacion estandar. Parametros fisicoquimicos reportados para cada Tanque. El simbolo *

denota diferencia estadisticamente significativa entre los tanques (p-valor= <0.05)

Variables o Calcio* Mg* PAR*
Temperatura*  Alcalinidad-
por tanque (°C) Kh (umol/L (mg/L) (mg/L) (LE m?2s?)
Valores de
b,
referencia ® > 26-30 8 425 1250 250-1000
T1 29.09+0.56 6.50+1.39 350.9+51.80 1118+188 1002+410.31
T2 28.74+0.55 6.6+£0.87 368+44.2 1156+124.6 895+414.55
Significancia <2.2e-16 0.2133 <2.2e-16 0.0192 0.001693
(p-valor)

Referencias: a= Kleypas, McManus y Menez, 1999; b= Borneman, 2008; c= Bartlett, 2013.

De los nutrientes, el Gnico que no varié de manera significativa entre los tanques fue el
fosfato, que al igual que la alcalinidad es una propiedad que ambos tanques deberian compartir
en proporciones similares, puesto que toman agua de mar de la misma fuente. En cambio, todos
los compuestos nitrogenados variaron significativamente entre el T1 y el T2 (cuadro 5), esto

pudo deberse a la actividad biologica particular de cada tanque.

Cuadro 5. Promedio y desviacion estandar. Nutrientes reportados para cada Tanque. El simbolo * denota
diferencia estadisticamente significativa entre los tanques (p-valor= <0.05)

Variables
por tanque Fosfatos (umol/L)  Nitratos*(umol/L)  Nitritos*(umol/L) Amonio*(umol/L)
Valores de referencia 0.0-0.54 <1.00 <0.5 2.0
b.cdef 0.1-2.0 0.0-3.34 0.003-0.15 0-0.1

T1 0.35+0.05 2.0+0.15 5.19+3.6 7.08+4.23

T2 0.39+0.08 1.61+0.38 5.34+4.15 6.34+2.87

Significancia 0.8439 <2.26-16 3.378e-11 0.0001413
(p-valor)

Referencias: a= D’Elia y Wiebe, 1990; b= Stambler et al., 1991; c= Atkinson et al., 1995; d= Kleypas et al., 1999;
e= Borneman, 2008; f= Bartlett, 2013.
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5. DISCUSION

Sobrevivencia

La presente investigacion corresponde a el primer ensayo de viabilidad de cultivo para dos
especies de coral formadores de arrecife en Costa Rica, Porites lobata y Pocillopora damicornis,
contenidas en un sistema de flujo semi-abierto, en donde las variables ambientales tuvieron un
efecto sobre la sobrevivencia y el crecimiento de los organismos, indicando sensibilidad a
factores bidticos y abidticos. La sobrevivencia de los fragmentos varid segun la especie de coral
y en dependencia del tanque en donde fueron colocados. Las tasas de sobrevivencia para ambas
especies fueron consecuentes con lo reportado en otros estudios de la misma indole (Forsman et
al., 2006; Pillay et al., 2012; Forsman, 2015). La muerte de fragmentos en ambas especies
ocurrié durante las primeras semanas de cultivo, hecho que no sorprende puesto que el lapso
posterior a la sublocacion de las colonias donantes es uno de los mas sensibles y vulnerables para
la supervivencia de pequefios fragmentos (Shafir et al., 2006, Lizcano-Sandoval, Londofio-Cruz
& Zapata, 2018), susceptibles a la depredaciéon, sedimentacion y/o enfermedades
(Rinkevich,2005; Forrester et al., 2013). Esto altimo fue especialmente claro en los fragmentos
de P. damicornis en el T1, a los cuales debido a la sintomatologia y a la velocidad con la que
perdieron tejido, se presume sufrieron de necrosis rapida de tejido (NRT) (Luna, Biavasco &
Danovaro, 2007), una enfermedad muy conocida dentro del mundo de la acuariofilia marina, y
de la cual no se conoce gatillante; aungue tipicamente se le asocia con estrés (Luna et al., 2007;
Calfo, 2009). La alta variabilidad intraespecifica en la sobrevivencia de los corales pudo deberse
a factores intrinsecos, como diferencias genéticas (en el caso de P. damicornis) o epigenéticas,
particularidades fisioldgicas, estado de salud previo, e inclusive a la zona de la colonia de donde
fue extraido el fragmento (Yap, 2004; Kenkel & Matz, 2016; Tagliafico et al., 2018). En su
manual recopilatorio de experimentos para corales, Barllet (2003), advierte que puede haber
diferencias significativas entre especies dentro de un mismo género, e incluso entre colonias de

la misma especie.

Estudios de propagacion liderados por Forsman (2006; 2015) reportan tasas de sobrevivencia

de entre 78-92 % y 92-99%, para fragmentos de P. lobata utilizando un sistema de cultivo de
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flujo abierto. Para P. damicornis, Pillay y colaboradores (2012) reportan tasas de sobrevivencia

del 100%; comparable con la sobrevivencia de los fragmentos en el T2 en esta investigacion.

Para corales en cautiverio, la mortalidad suele ser producto de la herbivora incidental o la
introduccién de comensales no deseados a los sistemas, principalmente gasteropodos del tipo
nudibranquia y caracoles del género Drupella (Gochfel & Aeby, 1997; Forman, 2006). Otro
motivo relacionado con mortalidad potencial es el efecto indirecto de nutrientes sobre el
componente biotico del sistema; Yap y colaboradores (2003) reportan, tasas de sobrevivencia
para Porites de tan solo >20%, atribuidas a la competencia derivada de un excesivo crecimiento

de macroalgas en tanques de cultivo con niveles altos de nutrientes.

Durante los 152 dias que duro el ensayo experimental, no se observaron organismos
comensales en ninguno de los tanques, corroborando la efectividad de los filtros bioldgicos, y
aunque, si bien es cierto los niveles de nutrientes fueron altos, y la proliferacion de macroalgas
dentro de los tanques fue notaria, la limpieza frecuente de los discos de ceramica evito la posible
abrasion derivada de un sobrecrecimiento algal excesivo; se debe aclarar que esto no significa,
que la carga de nutrientes y su influencia sobre las macroalgas, no haya tenido un efecto sobre el

crecimiento de los fragmentos.

La entrada de agua dulce a los tanques producto de la fuerte precipitacion durante octubre
(sumada a lo poco cubiertos que estuvieron los tanques), causo un descenso de la salinidad por
debajo del cual los corales pueden morir (Hoegh-Guldberg, 1999). Kerswell y Jones (2003),
reportan el blanqueamiento y muerte de fragmentos de S.pistillata luego de estar expuestos a
niveles de salinidad de 15- 18 PSU durante 24h. Por tanto, el deceso de los corales en el T1,

precedida por una pérdida de color generalizada fue producto de un choque osmotico.
Crecimiento Porites lobata

Fundamentalmente, el proceso de desarrollo en los corales pétreos resulta de un enhebrado de
procesos endogenos fundamentales (fotosintesis, heterotrofia y calcificacion), mediados por
factores exogenos, que en conjunto determinan la forma y la tasa de crecimiento de las distintas
especies (Wellington & Glynn, 1983; Guzman & Cortés, 1989; Dullo, 2005; Osinga, 2011; 2012
Clements & Hay, 2019).
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Al comparar el incremento del area en esta investigacion (216-277%), vemos que fue similar
al aumento de 228% reportado por Forsman y colaboradores (2006), luego de 4 meses de cultivo.
Pero muy inferior al incremento mensual de 357% reportado en un estudio posterior de la misma
autoria (Forsman et al., 2015). Si bien es cierto, el incremento porcentual en este estudio y el
reportado por Forsman y colaboradores (2006), es comparable, el patrén que condujo a ello no lo
fue; de hecho, el patron de crecimiento observado inicialmente fue muy similar al descrito en el
mas reciente de los dos estudios. Segun reportan Forsman y colaboradores (2015), fragmentos de
P. lobata de ~1 cm? doblaron su tamafio en poco menos de 38 dias, alcanzando un aumenta de
area final (t=205 dias) de 357% a una tasa de 22 cm? mes™; tasas similares han sido reportadas

para estudios de velocidad de sanacion en heridas inducidas en Porites lutea (Denis et al., 2011).

En el presente estudio, a los fragmentos les tomo mes y medio pasar de ~1.31 cm? a 3.95
cm?. Sin embargo, en contraste con los estudios de Forsman, el tejido de los fragmentos de P.
lobata, que lograron un crecimiento substancial (comparado a algunos otros que crecieron muy
poco) se empez0 a desprender al cabo de dos meses de iniciado el cultivo, indiferentemente del
tanque que los contenia. Es este fendmeno el que se ve reflejado en los valores negativos en las
tasas de crecimiento. Asi, el hecho de que se registrara una mayor area para los fragmentos en el
T2, no significo necesariamente que crecieran mas que los del T1, sino que posiblemente se
deterioraron menos, segun sugiere el comportamiento general de los modelos de regresion.
Posiblemente los fragmentos en el T2 fueron capaces de (1) mantener la integridad del tejido por

mas tiempo y/o (2) reparar el dafio al ritmo al que se acumulaba (Kirkwood, 1981).

En los corales, la inversion de la energia metabdlica es tamafio-dependiente, asi, colonias
grandes disponen su energia en procesos reproductivos, mientras colonias pequefias la invierten
en crecimiento (Sebens, 1984; Hoogeboom, 2009). La estimulacion del corte durante el proceso
de fragmentacion fomento la rapida extension de tejido observada al inicio del cultivo (Forsman,
2006). Segun argumentan Page, Muller y Vaughan (2018) fragmentos pequefios 0 micro-
fragmentos (<3 cm?) destinaran una gran parte de su energia metabdlica en crecimiento somatico
acelerado, con tal de incrustarse rapidamente al sustrato, y aumentar sus posibilidades de
sobrevivir (Brandt, 2009; Page et al., 2018).

La incapacidad de algunos fragmentos de sostener este nuevo tejido, pudo deberse a

multiples razones. Una de ellas la falta de alimento, forzando a los corales a catabolizar sus
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reservas energéticas (Anthony et al., 2002; Rodrigues & Grottoli, 2007), primero lipidos y en
casos extremos, tejido (Kirkwood, 1981; Gates & Edmunds, 1999). Este pudo haber sido el caso
de P. lobata, ya que bajo condiciones de estrés esta especie no reduce la demanda metabdlica,
sino que se vale de su abundante reserva lipidica (Levas et al., 2013), reserva que no pudo ser

reabastecida en un medio de cultivo carente de fuentes de energia exdgena.

En estudios in situ el crecimiento, el crecimiento cominmente se reporta como extension
longitudinal (cm) del esqueleto (e.g. tincién con alizarina) (Jiménez & Cortés, 2003; Holcom,
Cohen & McCorkle, 2013), mientras que, en estudios de propagacion, el crecimiento se entiende
como la expansion de tejido sobre un area horizontal (cm?) (Forsman, 2015). Esto quiere decir,
que, debido a la discrepancia entre magnitudes, la tasa de crecimiento en términos de area no es
directamente comparable con métricas habituales usadas en campo. Una estimacion aproximada
para la tasa de crecimiento de P. lobata obtenida a través de la siguiente conversion: v (0.013
cm? por dia x 365 dias al afio / ) x 10 mm; de acuerdo con Forsman, (2006) serian 12.2 mm afio"
1 El crecimiento para esta especie, varia dependiendo de la region geografica (Knutson et al.,
1972; Glynn & Wellington, 1983), pero al igual que otras especies masivas, suele mantenerse
alrededor de ~1 cm afio®. Por ejemplo, Guzman y Cortés (1989) reportan tasas de 15.3 — 19.3

mm afio™ para la zona Sur del pais.

El crecimiento en los tanques de cultivo, fue comparable al crecimiento en campo, pero estuvo
lejos de un crecimiento verdaderamente acelerado, premisa en el que se basa la inversién en el
esfuerzo de cultivo ex situ. Llegado este punto, se debe mencionar que los fragmentos que si
lograron cubrir el disco (n=7), lo hicieron a una tasa estimada de 25.05 mm al afio afio™’. Estos
fragmentos tuvieron un buen desempefio, por lo cual —hipotéticamente hablando— hubiesen
sido aprovechados durante la fase de micro-fusion colonial (ver Anexo 2), proceso en el cual
varios fragmentos procedentes de la misma colonia madre se fusionan, formando una colonia
adulta en muy poco tiempo (Forsman, 2015; Page et al., 2018). El rendimiento del cultivo (en
términos de produccion de tejido por area), calculado a partir de estos fragmentos fue de apenas
un 21% (69, 75 cm? o ~10 fragmentos); poco, si se quisiera implementar una produccion
sostenida, en donde una parte de la cosecha se utiliza para reabastecer el siguiente ciclo de
produccion (Schippers et al., 2012; Leal et al., 2016).
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Crecimiento Pocillopora damicornis
Area de fijacion
El area de fijacion se refiere al tejido basal incrustate, que se extiende desde un primer punto

de contacto generado artificialmente sobre el sustrato, en el cual se coloco la colonia y/o
fragmento de coral (Guest et al., 2011).

La velocidad con la que el coral logra fijarse al sustrato suele ser el primer cuello de botella
en proyectos de restauracion coralina in situ (Forrester et al., 2011; Guest et al., 2011).
Bayraktarov y colaboradores (2016) calculan un porcentaje de sobrevivencia del 65% para
distintos trasplantes a lo largo del tropico, y sefialan al desprendimiento como una fuente
importante de mortalidad. La tasa de fijacion varia segun la regién, las condiciones ambientales,
la metodologia y las especies trabajadas (Clark & Edwards, 1995). Por ejemplo, luego de un afio
de monitoreo en la isla de Bali; Endo y colaboradores (2013) reportan una adhesién del 53% para
colonias de P. damicornis, en cambio, Guzman (1991) observa puntos de fijacién en menos de 5
meses para el 100% de fragmentos de esta misma especie, colocados sobre varillas de hierro en

el arrecife de la Isla del Cafio.

En este caso no se encontraron diferencias significativas entre los tanques para el AF de P.
damicornis. En promedio, a los fragmentos les tomo 70 dias abarcar el 63% del area del disco;
muy similar a los hallazgos de Guest y colaboradores (2011), quienes reportan extension de
tejido sobre el 66% del sustrato en 82.5 dias para fragmentos de esta misma especie colocados en
una laguna arrecifal. Tiempos de fijacion similares (71 dias) han sido reportados en laboratorio

para la especie Hydnophora rigida (Tagliafico et al., 2018).

La disminucion paulatina en la tasa de crecimiento del AF, probablemente responde al hecho
de que P.damicornis una vez fija y estable en el sustrato, redirige su energia y reorganiza su
forma hasta alcanzar la configuracién de arbusto compacto que la caracteriza (Guest et al.,
2011).
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Area de la corona

A través del andlisis de correlacién se determind que el area de la corona y el volumen
comparten la misma potencia como estimadores de crecimiento, indicando también que medir la
altura (necesaria para calcular el volumen) no aporta una ventaja, al menos en este nivel de
andlisis. El hecho de que las dos métricas siguieran siempre la misma tendencia se debe a que los
corales ramificados al crecer formando ramas con un tamafio y forma similar, muestran una
relacion superficie/volumen relativamente constante (Bak 1976). De igual manera, es necesario
mencionar que puede que, conforme el coral crece, y este alcanza cierto tamafio la métrica
volumen adquiera mayor relevancia. Por ejemplo, si la pregunta de investigacion se enfoca en el
ensamble de la biota asociada a las colonias, en cuyo caso, el volumen seria la opcién adecuada
(Doszpot et al., 2019).

Debido a la prevalencia del uso de modelos basados en longitudes (cm) y areas (cm?) en la
literatura, el area de la corona resulta méas apropiada en términos comparativos con trabajos
afines a este, por tanto, se usara esta métrica, y no el volumen para discutir el crecimiento de

P.damicornis.

Hecha esta salvedad. Para el momento en que los P. damicornis fueron colocados en los
tanques de cultivo, la diferencia en el area de la corona entre los fragmentos de un tanque y el
otro era de apenas 0.1 cm?. Concluido el periodo de cultivo, esta diferencia habia incrementado a
1.32 cm?. Una posible explicacion radica en que cada grupo de fragmentos presento una tasa de
crecimiento particular (AC-T1 > AC-T2), consolidada desde el inicio del cultivo, la cual segun el
modelo de regresion se mantuvo constante en el T2, pero que decayd en los fragmentos del
primer tanque; hecho que concuerda con la hipdtesis propuesta por Kinizie y Sarmiento (1986) y
corroborada por Osinga y colaboradores (2011) que estipula que: la tasa de crecimiento es
independiente del tamafio de la colonia en P. damicornis, manteniéndose constante a lo largo el
tiempo. En contraste con este argumento y los resultados de esta investigacion, Lizcano-
Sandoval, Londofio-Cruz, y Zapata (2018) objetan que la tasa de crecimiento esta determinada
por el tamafo del fragmento, a mayor tamafio mayor crecimiento, no obstante, estos autores
comparan la tasa de crecimiento entre grupos de talla distintos, en lugar de basarse en el cambio

en la tasa de crecimiento correspondiente a los fragmentos dentro de cada grupo.
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El descenso en la tasa de crecimiento en el los corales en el T1, pero la estabilidad y
constancia en el T2, incita a la posibilidad de una tercer hipdtesis, fundada en los hallazgos de
Kinizie y Sarmiento (1986). Efectivamente, no solo la tasa de crecimiento de P.damicornis es
independiente del tamafio de la colonia en un momento dado (Kinizie & Sarmiento, 1986), sino
que ademas puede que la tasa de crecimiento se consolide como una funcion del tamafio inicial
del fragmento y de las condiciones ambientales en ese momento. Dicha tasa, se mantiene
constante a través del tiempo, independiente del cambio progresivo en el tamafio de la colonia,
esto, si las condiciones ambientales son favorables; de cualquier manera, experimentos dirigidos

a esclarecer la cinética del crecimiento en P. damiacornis proporcionaran una respuesta concreta.

Los corales del género Pocillopora se caracterizan por ser especies de rapido crecimiento
(Schléder & D'Croz, 2004; Muko & Iwasa, 2011). En Costa Rica existen registros de
crecimiento, tanto para el sur como para el norte del pais (Guzman & Cortés, 1989; Jiménez &
Cortés, 2003). En la isla del Cafio, por ejemplo, se report6é un crecimiento anual de 29.8 mm afio’
! similar a Panama (27.8 mm afio!) y México (21.9 mm afio!) (Manzello, 2010; Gémez, 2014).
Para Bahia Culebra se reportan tasas de 50 mm afio, las mas altas en el Pacifico Este Tropical
(Jiménez & Cortés, 2003). En el Pacifico mexicano, Tortolero y colaboradores (2017;2020)
reportan tasas de crecimiento para fragmentos de P. damicornis trasplantados directamente en el
arrecife de 23,1y 44,7 mm afio. Luego de convertir (mismo proceso aplicado anteriormente a
P.loabta) los datos de AC, se obtiene una tasa de crecimiento de ~15.5 mm afio, baja si se
compara con el crecimiento en el arrecife, pero similar, a los 13.1+15 mm afio™ que reportaron

Pillay y colaboradores (2012) utilizando un sistema de cultivo de flujo abierto.

Comunmente, la tasa de crecimiento se interpreta como indicativa de las condiciones externas
y su influencia sobre la colonia, sin embargo, este razonamiento supone a la tasa de crecimiento
como independiente del estado base (p. ej. el tamafio inicial, reserva energética) (Osinga et al.,
2012; Leal et al., 2016). En organismos modulares como los corales, los factores internos son
especialmente importantes (Kinzie & Sarmiento, 1986), mas aun, en iniciativas de cultivo, donde
el aprovechamiento eficiente del material bioldgico es una prioridad (Osinga et al., 2011).
Rinkevich (2000) descubrié que las ramas dicotdmicas de Stylophora pistillata crecian mas

rapido que las puntas de las ramas simples, evidenciando la importancia del tipo de fragmento.
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Tomando como ejemplo, a la relacion entre la capacidad fotosintética y el area de la colonia.
Jokiel y Morrissey (1986), proponen que en P.damicornis, la produccion primaria neta aumenta
con el &rea de la colonia hasta alcanzar la maxima eficiencia fotosintética, punto en el cual el
area disponible para la captura de luz y el auto-sombreado entre las ramas, se equilibran (Jokiel
& Morrissey, 1986; Van Woesik et al., 2012; Roth, 2014). Consideremos ahora que los
fragmentos con morfologia mas compleja (2 > ramas) respecto a los simples (1 rama) pudieron
haber captado mas luz, recordemos ademé&s que el cultivo se llevd a cabo durante la época
lluviosa, lo cual implica una menor cantidad de horas luz, y una reduccion en la abundancia de
zooplankton (Bednarski & Morales-Ramirez, 2004). Esto Gltimo pudo haber tenido un efecto
negativo generalizado, asi como lo tuvo sobre el crecimiento de colonias de P. damicornis y P.
lobta en el arrecife (Guzman & Cortés, 1989; Jiménez & Cortés, 2003).

Segun describe Davies (1991): una reduccion del 57% en la radiacion solar produciria un
déficit en el presupuesto energético de P. damicornis y P. lobata, induciendo una serie de
mecanismos de compensacion: (1) disminucion de la energia asignada a la
calcificacion/crecimiento (Palardy, Rodriguez y Grottoli, 2008) y/o (2) preferencia por
alimentacion heterotrofica y/o (3) el uso de reservas lipidicas finitas, que duran 28 dias y 71 dias

en el caso de P. damicornis y P. lobata, respectivamente (Houlbréque & Ferrier-Pagés, 2009).

Se sugiere entonces, que la pequefa diferencia entre el area inicial de la corona (T1>T2; 0.1
cm?), sumado a una sutil pero consistente diferencia significativa en la incidencia luminica sobre
el T1, pudieron haber tenido un efecto diferenciador, sobre el desempefio de los fragmentos
(Davies, 1991; Tremblay et al., 2012; Hoogenboom et al., 2015). Es importante mencionar que
las diferencias entre los parametros de crecimiento entre individuos de la misma especie,

probablemente estuvo correlacionada al medio quimico de cada tanque.

Efecto tanque (factores extrinsecos)

En esta investigacion se denota a él “efecto tanque” como la sinergia que emerge de la
interaccion entre factores fisco-quimicos y bioldgicos propios de cada tanque. Se cree, el efecto
tanque fue producto de las diferencias significativas entre la temperatura y el PAR, ambas

propiedades conservativas que solo pudieron variar en funcion de la posicion de un tanque
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respecto al otro. Esto a su vez, pudo haber ocasionado diferencias significativas entre variables
no conservativas (p. ej. amonio pues cambia por actividad bioldgica) (Li et al., 2017; Silva &

Fedele, 2009), y por ende el desempefio de los fragmentos en cada tanque.

Dada la multiplicidad de factores abidticos (temperatura, PAR/radiacién, Kh, Ca, Mg,
nutrientes) y bioticos (macroalgas) que co-ocurren en los sistemas, aislar y determinar el (los)
efecto(s) de cada una de estas variables sobre el patron de crecimiento y sobrevivencia de ambas
especies, va mas alla del alcance y objetivos de esta investigacion. Desde luego, esto no exenta la
necesidad de discutir los valores asociados a estos factores, mas ain en el marco de un ensayo

exploratorio como este.

A nivel macro, la intensidad luminica afecta la productividad primaria y la biomasa de
macroalgas. Una mayor cantidad de algas, significa también, una mayor liberacion de amonio
conforme las algas mueren y se descomponen (Astill & Lavery, 2001). En aguas naturales, la
transformacion de nitrogeno organico (muerte de las algas) a amonio, nitritos y nitratos depende

de la temperatura (Beita-Sandi & Barahona-Palomo, 2011).

A nivel fisioldgico, el complejo nitrégeno inorganico disuelto o NID (NH4*, NOs", NO>) es
capaz de inducir cambios importantes sobre la bioquimica de la zooxantela (Dubnsky et al.,
1990; Stambler et al., 1991; Stambler & Dubinsky, 2005), disparando procesos fisiolégicos como
la foto-aclimatacion, y/o provocar una proliferacion algal desmedida (Howells et al., 2012). A
medida que la proporcion de zooxantelas aumenta respecto a la biomasa animal, la contribucién
de fotosintatos por célula disminuye, ya que el alga los utilizaria para su propio crecimiento
(Dubinsky et al., 1990; Stambler & Dubinsky, 2005); bajo estas condiciones el costo de
mantener la simbiosis, supondria no una ventaja, sino una carga metabdlica, sobrepasando los
costos asociados a la misma, afectando la tasa de calcificacion y en consecuencia el crecimiento
de la colonia (Wooldridge, 2020).

Durante el periodo experimental, los valores de amonio, nitratos, nitritos y fosfato se
encontraron varias unidades (~5) por encima de lo aconsejable, pudiendo haber influido
negativamente en la dinamica coral-zooxantella (Bartlett, 2013). A diferencia de los compuestos
nitrogenados, el fosfato no parece afectar la densidad de las zooxantelas (Muscatine &
colaboradores, 1989).
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Grover y colaboradores (2003), reportan que las tasas de absorcion de nitrato en las
zooxantelas, se elevan en condiciones bajas de amonio (<1 pmol L) y decrecen en condiciones
altas (3-4 umol L), similares a las reportadas en esta investigacion. Asi que es posible el nitrato
y nitrito hayan jugado un papel secundario, habiendo influido en su mayoria sobre la
proliferacion de las macroalgas (Syrett, 1981) en los tanques, y no afectando directamente los

corales.

El fosfato, junto con los nitratos pueden estimular el crecimiento de algas no deseadas (Hill
& Knight, 1988; Pedersen & Borum, 1996; Tyrrel, 1999) sin que se note algun efecto detrimento
sobre los corales. Contrario a estudios en campo en donde la exposicion a niveles altos de fosfato
puede afectar el crecimiento coralino. La exposicion a niveles de 2 uM de fosfato por periodos
prolongados redujo las tasas de calcificacion en mas del 50% (Kinsey y Davies 1979) en un
parche de arrecife. Ademas, Koop y colaboradores (2001) reportan una importante mortalidad en
P. damicornis tras un enriquecimiento a largo plazo de aproximadamente 5 uM (0,5 ppm) de
fosfato. El fosfato parece tener un efecto, aunque se desconoce sobre cual componente de la
simbiosis coral-alga lo tiene, segun demostraron Muscatine y colaboradores (1989), la

exposicion a fosfato inorganico disuelto no afecta la densidad de las micro-algas.

Quimica del agua

En los corales pétreos, se entiende como regla general al crecimiento como una funcién
directa de la formacion del esqueleto (Krishanveni et al., 1989; Tanbutté et al., 1996; Allemand
et al., 2011). Fundamentalmente, la calcificacion depende de la dindmica y concentracion de las
distintas formas de carbono inorganico disuelto (CID) en el agua marina, especialmente los iones
de carbonato (CO3z%) (Scheneider & Erez, 2006), que al reaccionar y unirse con el calcio (Ca*)
forman la aragonita, una de las dos formas cristalinas del carbonato de calcio (CaCO3) (Courtney
et al., 2017). En conjunto, las sales de calcio y magnesio, provocan la dureza del agua o Kh
(Beita-Sandi & Barahona-Palomo, 2011), métrica indirecta de la capacidad buffer (alcalinidad)

del medio.

No se encontrd diferencia significativa en la alcalinidad entre tanques, dado que ambos

tanques reciben agua marina del mismo reservorio, aunque el magnesio y el calcio si variaron
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ligeramente entre ellos (p< 0.05), siendo menores en el T1; la diferencia en la
ubicacion/exposicion, pudo haber influido sobre este resultado. Sin embargo, no es posible

determinar de manera concluyente el porqué de esta diferencia.

Trabajos como los de Marubini y Thake (1999); y Herfort y colaboradores (2008)
demostraron que la adicion de bicarbonato al agua de mar aumento la tasa de calcificacion en el
coral Porites porites. En el primer estudio duplicar la concentracion de HCOs™ resulto en un
aumento de casi el doble para la tasa de calcificacion. En el segundo, los autores llegaron a
conclusiones similares para la misma especie (P. porites) y para un Acropora sp.; ademas
concluyen que la adicion de HCO3s™ no solo afecta la tasa de calcificacion, sino que también
aumenta la fotosintesis. Segun las recomendaciones de Holmes-Farley (2002), niveles de Kh de
entre 7-11 indican una dotacion de carbonatos suficiente para el crecimiento de corales en

cautiverio.

Respecto al calcio, el valor recomendado en condiciones ex situ ronda las 420-450 partes por
millén (Holmes-Farley, 2002; Borneman, 2008). Se ha demostrado que la manipulacion del Ca?*
genera una respuesta sobre la calcificacion, y por consiguiente en el crecimiento (Gatuso et
al.,1998; Marshall & Clode, 2002; Kleypas & Yates, 2009). La mayoria de investigaciones
concuerdan en la existencia de un limite inferior, por debajo del cual “la calcificacion decrece
conforme la concentracion del calcio disminuye en el agua marina” (Tambutté et al., 1996;
Gattuso et al., 1998).

Investigaciones, como la de Zheng y colaboradores (2018) develan que la exposicién
prolongada (5-6 meses) a concentraciones de Ca®'por debajo de los 200 mg/L tiene efectos
negativos importantes sobre la formacién del esqueleto, pero que, concentraciones de entre
300~400 mg/L, son suficientes para contrarrestar el deterioro y normalizar la tasa de
calcificacién en P. damicornis (Zheng et al., 2018). Se deduce entonces que el proceso de
calcificacion no se vera afectado entretanto los niveles de calcio no bajan de ~320 ppm, pero que
incrementar los niveles una vez alcanzado el limite superior (~430 ppm) no con lleva ningun
beneficio (Gattuso et al., 2000; Al-Horani, 2016). Las concentraciones de calcio en los tanques

fueron relativamente bajas, mas se mantuvieron dentro del régimen aceptable.

En condiciones naturales la concentracion de Ca®* es dos 6rdenes de magnitud mayor que la

de COs?, por lo tanto, suele ser este Gltimo, el ion limitante (Dickson, 2010). No obstante, esto
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se puede invertir en sistemas artificiales cerrados, conforme los corales crecen y consumen el
Ca?" del medio marino (Politi et al., 2003). El escenario descrito es poco probable dado él gran
volumen, sumado al recambio de agua salada (60L/min) relativo a la cantidad de fragmentos por
tanque. Por tanto, el valor de Ca?" registrado en los tanques debié ser propio de la fuente de

agua.

Desde la perspectiva de la acuariofilia de corales, la importancia del magnesio radica en su
relacion quimica con el calcio y el carbonato en disolucion (Boyd, 2012). La presencia de
magnesio previene la precipitacion abiotica del carbonato de calcio (Al-Horani, 2016). De esta
forma, la aragonita se mantiene en condiciones sobresaturadas, favorables para el coral. Sobre el
papel fisiolégico del magnesio en la formacion del esqueleto. Meibom y colaboradores (2004), le
atribuyen procesos relacionados al arreglo espacial de componentes estructurales importantes,
como los centros de calcificacion, ricos en Mg*2. El valor recomendado para el mantenimiento de
corales en cautiverio es de entre 1300-1400 ppm (Holmes-Farley, 2002). Al igual que el calcio y
el Kh, el valor de magnesio en los tanques de cultivo se mantuvo alrededor de 1280 ppm,
ligeramente por debajo de limite inferior recomendado.

6. Conclusiones

e Ambas especies presentaron altas tasas de sobrevivencia previo a la intrusion de agua
dulce a uno de los sistemas de cultivo. El patron de crecimiento vario entre e intra
especies. Los valores para el crecimiento de P. lobata fueron similares a los reportados en
el arrecife, no asi para P. damicornis. Las tasas de crecimiento determinan en gran
medida la productividad, mientras que la cinética de crecimiento determinara el tamafio
ideal del organismo, maximizando la produccién de coral y aumentando la rentabilidad

del cultivo.

e EIl desemperfio de las especies varid bajo las mismas condiciones de cultivo; sugiriendo
que los beneficios que podria traer la técnica ex situ dependeran del tipo de coral que se

cultive. Por ejemplo, en esta investigacion, en el caso de Porites, el aminorar la
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competencia directa al eliminar las macroalgas creciendo en los discos de ceramica, fue
un factor determinante. Haria falta un andlisis de costo beneficio, oportunidad y
conveniencia para realmente determinar el Optimo de rentabilidad entre la relacién

especie y técnica de cultivo.

El potencial de la de micro-fragmentacion ex situ, quedo de manifiesto no solo en que
permite generar una gran cantidad de pequefios fragmentos a partir de poco material base,
reduciendo la necesidad de extraccion de colonias naturales, sino que, ademas, permite
obtener fragmentos de tamafio optimo (fusidn/trasplante). Si bien es cierto estos
fragmentos fueron minoria, esto no desacredita el esfuerzo de cultivo. Por el contrario,
motiva el surgimiento de hipotesis y preguntas especificas, en pro de entender el
crecimiento coralino, aspecto fundamental para la acuacultura de corales, una industria en

rapido crecimiento.

Las condiciones en los tanques de cultivo propiciaron un medio suboptimo para el
crecimiento de la mayoria de fragmentos. La sumatoria de las pequefias pero
significativas diferencias entre los tanques, causo un efecto diferenciado sobre el
crecimiento de cada grupo de fragmentos. Por ende, entender cudles de los parametros
promueven altas tasas de sobrevivencia y crecimiento, es crucial para asegurar el éxito de

actividades asociadas a la acuacultura coralina y a los esfuerzos de restauracién ex situ.

El mantenimiento de los corales requiere conocimiento especializado y diligencia
considerables, particularmente en el control y manejo de los pardmetros del agua y la

integridad de los fragmentos.

Debido a su naturaleza dual, los corales hermatipicos dependen de dos modos tréficos
que coocurren y se complementan, la heterotrofia y la autotrofica. Estudios especie-
especificos dirigidos a examinar la dindmica heterotrofica son necesarios para poder
aseverar los efectos del sistema de cultivo, sin embargo, se podria hipotetizar que, si bien
es cierto los filtros bioldgicos y el skimmer de proteinas mantuvieron el agua libre de

elementos organicos indeseables, simultdneamente pudieron haber limitado la provision
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de zooplancton y carbono organico disuelto en los tanques, pudiendo haber afectado el

desempefio de los corales.

7. Recomendaciones

Basado en los resultados obtenidos se recomienda:

Replantear el disefio del sistema de cultivo (p. ej. aumentar el recambio/reducir el
volumen) y optimizarlo no solamente en términos de soporte de vida, sino también para:
1) maximizar la produccion de la especie objetivo, 2) usando el minimo de espacio y
recursos, 3) al minimo costo posible, 4) determinar el tiempo necesario para que un
fragmento alcance el tamafio objetivo. Una vez hecho esto y si los resultados satisfacen
los criterios de cultivo, se podria implementar una produccion sostenida de corales para

fines varios.

Generar una linea de investigacion dedicada a la biologia y cultivo de organismos
coralinos y afines, de modo que el conocimiento generado sirva de insume a la toma de

decisiones para la conservacion y restauracion de ecosistemas coralinos

Convenir el compromiso de personal especializado que vele por el equilibrio y el
desarrollo del cultivo, ademas se sugiere la inclusion de controladores bioldgicos
(caracoles, peces herbivoros) que mantendrian a raya las algas no deseadas, alivianando

la carga de limpieza de los tanques.
Realizar ensayos especie-especificos con el fin de determinar los requerimientos de cada

organismo, para eventualmente lograr un sistema integral que permita el cultivo de

multiples especies, a manera de “vivero de coral”.
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9. Anexos

Anexo 1. Pruebas quimicas para calcio, magnesio y alcalinidad marca Aquaforest® y sensor de
temperatura HOBO Pro v2
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Anexo 3. Valor mensual de los pardmetros fisico-quimicos por tanque.

Periodo Temperatura (°C) | Alcalinidad- Calcio (mg/L) | Mg (mg/L) PAR (pE m-2
experimental Kh (umol/L) s-1)
(TLT2)

29.42+0.44 7.910.14 392.5+45.96 1175+49.49 445+132.23
Mayo

29.06+0.72 7.240.14 392.5+60.10 1175+49.50 476+129.40

29.18+0.48 7.61£0.5 400+0.5 1260+0.5 1212+34.41
Junio

28.80+0.47 6.240.5 410+0.5 1240+0.5 1361+138.35

29.26+ 0.04 7.15+0.21 392.5+10.60 1255+7.07 688+514.77
Julio

28.69+0.44 7.440.55 390+14.14 1230+0.5 699+617.53

29.23+0.13 7.0£0.5 355+7.07 1185+21.21 1060+251.49
Agosto

28.97+0.003 6.63+0.40 373.3+23.09 1210+14.14 610+16.26

29.10+ 0.30 6.2+0.5 340+0.5 1230+0.5 1440+468.29
Septiembre

28.86+0.26 6.7+£0.5 360+0.5 1220+40.5 671+£147.07

27.60+0.26 4.56+0.87 28040.5 860+180.83 11714537
Octubre

27.41+0.41 6.2+0.5 340+0.5 111040.5 1267+486.96
Valor Promedio | 29.09+0.56 6.50+1.39 350.9+51.80 1118+188 1002+410.31
Total 28.74+0.55 6.6+0.87 368+44.2 1156+124.6 895+414.55
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Anexo 4. Valor mensual de los nutrientes por tanque

Periodo Fosfatos (umol/L) Nitratos (umol/L) | Nitritos (umol/L) | Amonio (umol/L)
experimental
(TUT2)
0.37+0.22 1.9040.31 1.53+0.44 7.70+0.04
Mayo
0.36+0.21 1.49+0.38 1.25+0.28 6.106.61
0.40£0.12 1.97+0.15 1.59+0.12 8.67+4.5
Junio
0.40£0.09 1.81+0.41 1.48+0.33 11.2045.1
0.33+0.01 2.19+0.39 3.68+2.71 5.80+1.78
Julio
0.32+0.06 1.6540.32 5.8546.38 6.99+2.57
0.31+0.01 nd 9.73+1.59 6.360.73
Agosto
0.37+0.07 nd 8.17+2.56 5.12+0.94
0.37+0.05 nd 8.96+1.24 5.61+2.19
Septiembre
0.36+0.05 nd 9.23+1.46 5.20+1.89
ng nd 7.85+1.61 3.142+1.18
Octubre
nq nd 4.98+1.51 6.77+0.86
Valor Promedio 0.35+0.05 2.0£0.15 5.1943.6 6.34+2.87
Total
0.39+0.08 1.61+0.38 5.34+4.15 7.08+4.23
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