
CHAPTER II

MATERIALS AND METHODS 
1 .  G e n e r a l  F i e l d  O b s e r v a t i o n ร

E a r l y  a f t e r  t h e  o n s e t  o f  b l e a c h i n g  r e p o r t e d  i n  l a t e  M ay, 
o b s e r v a t i o n s  o n  c o r a l  b l e a c h i n g  w e r e  c o n d u c t e d  b y  m e a n s  o f  s n o r k e l i n g  a n d  
s c u b a  r e c o n n a i s s a n c e  a t  13  r e e f  s i t e s  i n  P h u k e t ,  P h a n g - N g a  a n d  K r a b i  
p r o v i n c e s  ( F i g .  1 :  s i t e  1 - 1 3 ) .  I n f o r m a t i o n s  o n  t h e  d a t e ,  l o c a t i o n ,  d e p t h ,  
s e a w a t e r  t e m p e r a t u r e ,  a n d  s p e c i e s  o f  b l e a c h e d  c o r a l s  w e r e  c o l l e c t e d .  I n  
a d d i t i o n ,  p e r c e n t a g e  c o v e r  o f  l i v e  c o r a l  a t  t h o s e  s i t e s  w e r e  e s t i m a t e d  
v i s u a l l y .

F u r t h e r m o r e ,  t h e  o c c u r r e n c e  o f  b l e a c h e d  c o r a l s ,  i . e .  n u m b e r  o f  
s p e c i e s  a n d  c o l o n i e s ,  w a s  q u a n t i f i e d  a t  8 s e l e c t e d  s i t e s ,  n a m e ly  Ko H ae  
( s i t e  2 ) ,  Ko L o a n  ( s i t e  4 ) ,  PMBC ( s i t e  5 ) ,  Ko R a c h a  Y a i ( s i t e  6 ) ,  Ko 
D o k m ai ( s i t e  8 ) ,  Ko H on g ( s i t e  1 0 ) ,  Ko Dam kwan ( s i t e  1 1 ) ,  a n d  Ko P h i - P h i  
Don ( s i t e  1 3 ) .  A l l  w e r e  f i x e d  s i t e s  f o r  t h e  r e e f  m o n i t o r i n g  p r o g r a m  o f  t h e  
PMBC. A t  e a c h  p a r t i c u l a r  s i t e ,  t h e  t r a n s e c t  t a p e  ( 1 0 0  m e t e r s  i n  l e n g t h )  
w a s  l a i d  o n  t h e  r e e f  s l o p e  ( 3 - 6  m e t e r s  d e p t h )  p a r a l l e l  t o  s h o r e .  C o r a l  
t a x a  a n d  n u m b e r  o f  c o l o n i e s  e n c o u n t e r e d  o n  t h e  l i n e  t r a n s e c t s  w e r e  
c o u n t e d  i n d i v i d u a l l y .  B l e a c h i n g  r e s p o n s e s  o f  t h o s e  c o r a l s  w e r e  c l a s s i f i e d  
a s  c o m p l e t e l y  b l e a c h e d ,  p a r t i a l l y  b l e a c h e d  a n d  u n b l e a c h e d .

T h e  p a r t i a l l y  b l e a c h e d  r e s p o n s e s  i n c l u d e d  e i t h e r  p a l i n g :  t h e  
e n t i r e  c o r a l l a  w a s  u n i f o r m l y  l i g h t e r  t h a n  n o r m a l i n  c o l o r  b u t  n o t  s t a r k  
w h i t e ,  o r  w h i t e  p a t c h i n g :  s o m e  p o r t i o n s  o f  t h e  c o r a l l a  r e t a i n e d  n o r m a l  
c o l o r ,  w h i l e  o t h e r  p o r t i o n  w a s  c o n t r a s t i n g l y  s t a r k  w h i t e .  T h e  c o m p l e t e l y  
b l e a c h e d  r e s p o n s e s  i m p l i e d  t o t a l  l o s s  o f  c o l o r  o f  w h o l e  c o l o n y  a n d  b r o u g h t  
a b o u t  t h e  b e c o m in g  v i s i b l e  o f  t h e  u n d e r l a y i n g  w h i t e  c a l c a r e o u s  s k e l e t o n



A 0

Fig. 1. Map o f the Andaman Sea coast o f Thailand showing 
areas o f ree f where bleaching were recorded.
1. Ko Keow and Ko Bon, 2, Ko Hae, 3. Ko E ll, 4. Ko Loan, 
5. PMBC, 6. Ko Racha Yai, 7. Ko Maichon, 8. Ko Dokmai,
9. Ko Khai Nok, 10. Ko Hong, 11. Ko Damkwan, 12. Ko Phai, 
13. Ko Phi-Phi Don, 14. Ko Ra.
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t h r o u g h  t h e  t r a n s l u c e n t  t i s s u e .  I n  s o m e  c o m p l e t e l y  b l e a c h e d  s p e c i m e n s ,  
h o w e v e r ,  t h e  a c c e s s o r y  p i g m e n t s  w h i c h  s p e c i f i c  t o  c e r t a i n  p a r t  o f  c o l o n y  
o r  s p e c i e s  b e c o m e s  v i s i b l e  a n d  d i s p l a y  f a i n t  s h a d e s  o f  y e l l o w i s h ,  p i n k ,  
b l u e  o r  s o m e  o t h e r  c o l o r .

2 .  F i e l d  a n d  L a b o r a t o r y  S t u d i e s
I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  t w o  l e v e l s  o f  s t u d y ,  c o r a l  c o m m u n ity  a n d  

c o r a l  c o l o n y  l e v e l s ,  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  s i n g l e  s e l e c t e d  a r e a s .
2 . 1  D e s c r i p t i o n  o f  s t u d y  S i t e

T h e  PMBC r e e f  s i t e ,  C a p e  P h a n w a  ( F i g .  2 ) ,  w a s  c h o s e n  a s  a  
r e p r e s e n t a t i v e  s i t e  f o r  t h e  s t u d y  o f  t h e  r e s p o n s e s  o f  c o r a l s ,  a t  b o t h  t h e  
c o l o n y  a n d  c o m m u n ity  l e v e l s ,  t o  t h e  b l e a c h i n g  e v e n t .  T h i s  r e e f  i s  a  
s i m p l e  f r i n g i n g  r e e f ,  f i r s t l y  d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  b y  D i t l e v  ( 1 9 7 8 ) .  I t  i s  
c h a r a c t e r i z e d  b y  a  s a n d  f l a t ,  e x p o s e d  r e e f  f l a t ,  r e e f  e d g e ,  a n d  r e e f  s l o p e  
w h i c h  d r o p s  t o  a  d e p t h  o f  a b o u t  4  m e t e r s .  T h e  i n n e r  p a r t  o f  t h e  r e e f  f l a t  
i s  g e n e r a l l y  d o m i n a t e d  b y  s m a l l  m i c r o a t o l l  f o r m s  o f  m a s s i v e  c o r a l s ,  
P o r i t e s  l u t e a ,  t o g e t h e r  w i t h  s o m e  o t h e r  s m a l l  h e a d s  o f  m a s s i v e  c o r a l s ,  
i n c l u d i n g  G o n i a s t r e a  p e c t i n a t a ,  G .  r e t i f o r m  i s  a n d  P l a t y g y r a  s i n e n s i s .  Som e  
b r a n c h i n g  c o r a l s  ( i . e .  A c r o p o r a  a s p e r a ,  A .  p u l c h r a ,  M o n t i p o r a  d i g i t a t a ,  

e t c . )  w h i c h  a r e  d i s t r i b u t e d  i n  p a t c h e s ,  a r e  d o m in a n t  i n  t h e  o u t e r  p a r t  o f  
t h i s  z o n e .  E x p o s u r e  t o  v a r i o u s  p h y s i c a l  f a c t o r s  d u r i n g  t h e  t i d a l  c y c l e  
g o v e r n s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h i s  r e e f  z o n e .  T h e  r e e f  e d g e  i s  d o m in a t e d  b y  
r a m o s e  g r o w t h - f o r m s  o f  A c r o p o r a  f o r m o s a ,  A .  h y a c i n t h u s ,  A .  d i g i t i f e r a  an d  
P o r i t e s  n i g r e s c e n s .  T h e  r e e f  s l o p e  i s  r a t h e r  s t e e p ,  6 0 - 9 0  d e g r e e  
i n c l i n a t i o n ,  a n d  n a r r o w ,  1 0 - 1 5  m e t e r s  w i d t h .  S e v e r a l  s p e c i e s  o f  
A c r o p o r i d s ,  s u c h  a s  A c r o p o r a  f o r m o s a ,  A .  n o b i l i s ,  A .  h y a c i n t h u s  a s  w e l l  a s  
P o r i t e s  l u t e a ,  P e c t i n i a  a l c i c o r n i s ,  a n d  f a v i i d s  a r e  t h e  m a j o r  c o m p o n e n t  o f  
c o r a l s  i n  t h i s  z o n e .
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Fig. 2. Location o f the PMBC ree f s i t e  (A,B) and ree f p r o file  (c ) .
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2 . 2  C o r a l  C o m m u n ity  L e v e l  S t u d i e s
2 . 2 . 1  T a g g i n g

On 7 A u g u s t  1 9 9 1 ,  b l e a c h e d  c o l o n i e s  o f  s e v e r a l  c o r a l  
s p e c i e s  o n  t h e  r e e f  s l o p e  a t  PMBC s i t e  w e r e  i n i t i a l l y  t a g g e d  u s i n g  
r e c t a n g u l a r  p i e c e s  o f  p l a s t i c  w i t h  a  c o d e d  n u m b e r . An e x c e p t i o n  w a s  t h e  
s o f t  c o r a l ,  S a r c o p h y t o n  s p . , w h i c h  w a s  r e c o r d e d  b y  c o u n t i n g  c o l o n i e s  
w i t h i n  a  f i x e d  a r e a .  A l l  t a g g e d  c o r a l s  w e r e  t h e  p r o l o n g e d  b l e a c h e d  
c o l o n i e s  w h i c h  s t a r t e d  i n  l a t e  M ay. T a g s  w e r e  f i x e d  o n t o  c o l o n i e s .  F o r  
m a s s i v e ,  c o l u m n a r  a n d  e n c r u s t i n g  c o r a l  g r o w t h  f o r m s ,  i . e .  P o r i t e s  l u t e a ,  

L o b o p h y l l i a  s p . , S y m p h y l l i a  s p . , P h y s o g y r a  1 i c h t e n s t e i n i 1 F a v i a  s p . , 
P s a m m o c o r a  d i g i t a t a ,  L i t h o p h y l I o n  e d w a r d s i  a n d  M y c e d i u m  e l e p h a n t o t u s ,  

t a g s  w e r e  f i x e d  o n t o  c o r a l s  w i t h  s t a i n l e s s  s t e e l  n a i l s .  C o r a l s  o f  t h e  
o t h e r s  g r o w t h  f o r m s ,  i n c l u d i n g  b r a n c h i n g ,  r a m o s e  a n d  s o l i t a r y ,  i . e .  
A c r o p o r a  s p p . , P o c i l l o p o r a  d a m i c o r n i s ,  H y d n o p h o r a  r i g i d a ,  P e c t i n i a  

a l c i c o r n i s ,  M e r u l i n a  a m p l i a t a ,  F u n g i a  s p p . ,  H e r p o l i t h a  l i m a x u e r e  t a g g e d  
w i t h  p l a s t i c  c o a t e d  w i r e .  Two l a t e r  o b s e r v a t i o n s  w e r e  c o n d u c t e d  o n  12  
S e p t e m b e r  a n d  15  D e c e m b e r  1 9 9 1 .

T h e  l i v i n g  c o n d i t i o n s  o f  c o r a l s  t h r o u g h  t h e  r e c o v e r y  
p r o c e s s  w e r e  c l a s s i f i e d  i n t o  8 c a t e g o r i e s :  p a r t i a l l y  b l e a c h e d ,
c o m p l e t e l y  b l e a c h e d ,  b l e a c h e d  w i t h  p a r t l y  d e a d ,  b l e a c h e d  w i t h  t h e  
p r o c e s s  o f  r e c o v e r i n g ,  b l e a c h e d  w i t h  d e a d  a n d  r e c o v e r e d  p a r t ,  n o r m a l ,  
n o r m a l w i t h  p a r t l y  d e a d ,  a n d  d e a d .

2 . 2 . 2  L i n e  t r a n s e c t  a s s e s s m e n t
A t r a n s e c t ,  o n e  h u n d r e d  m e t e r s  l o n g ,  w a s  l a i d  a c r o s s  

t h e  r e e f  s l o p e  a t  t h e  PMBC s i t e ,  p a r a l l e l  t o  t h e  s h o r e ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  
m e t h o d  d e s c r i b e d  i n  D a r t n a l l  a n d  J o n e s  ( 1 9 8 6 ) .  A n y c o r a l  s p e c i e s  w h ic h  
w a s  b e n e a t h  t h e  l i n e  w a s  r e c o r d e d  a n d  i t s  p r o j e c t e d  l e n g t h  o n  t h e  l i n e  
w a s  m e a s u r e d  p r e c i s e l y  a t  c e n t i m e t e r  l e v e l .  P r a c t i c a l l y ,  a n  i n d i v i d u a l  
w a s  d e f i n e d  a s  a n y  c o l o n y  g r o w i n g  i n d e p e n d e n t l y  o f  i t s  n e i g h b o u r s .  I n  
c a s e s  w h en  t h e  t r a n s e c t  l i n e  i n t e r c e p t s  a n  i n d i v i d u a l  c o l o n y  m o r e  t h a n  
o n c e ,  e . g .  w h en  a  m a s s i v e  P o r i t e s  c o l o n y  w i t h  d e a d  p a t c h e s  a n d  l i v i n g  
t i s s u e  i s  u n d e r  t h e  l i n e ,  e a c h  i n t e r c e p t  w i t h  l i v i n g  t i s s u e  w a s  r e c o r d e u
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T h r e e  s u c c e s s i v e  a s s e s s m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  o n  2 9  J u l y  
1 9 9 1 ,  15  M a rch  1 9 9 2  a n d  2 2  A p r i l  1 9 9 3 .  F o r  t h e  f i r s t  a s s e s s m e n t ,  
c e n t i m e t e r s  c o v e r  o f  p a r t i a l l y  b l e a c h e d  c o r a l s ,  c o m p l e t e l y  b l e a c h e d  
c o r a l s ,  a n d  r e c e n t l y  d e a d  c o r a l s  d u e  t o  b l e a c h i n g  w e r e  m e a s u r e d  
s e p a r a t e l y .  A s t h e  r e c e n t l y  d e a d  a n d  p r e v i o u s l y  d e a d  c o r a l s  c o u l d  b e  
c l e a r l y  d i s t i n g u i s h e d ;  r e c e n t  d e a t h  w a s  i n d i c a t e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  
f r e s h l y - e x p o s e d ,  w h i t e  s k e l e t o n s  w i t h o u t  m u c o u s ,  a t  m o s t  o n l y  s l i g h t l y  
o v e r g r o w n  b y  m i c r o s c o p i c  a l g a e .  T h e r e f o r e ,  i t  s h o u l d  b e  r e a s o n a b l e  
e n o u g h  t o  b a c k  c a l c u l a t e  t h e  a m o u n t  o f  c o r a l  c o v e r a g e  p r i o r  t o  b l e a c h i n g  
b y  t a k i n g  t h e  l a t e r  p r o p o r t i o n  i n t o  a c c o u n t .

U s i n g  t h i s  l i n e  t e c h n i q u e ,  e s t i m a t i o n  o f  p e r c e n t a g e  
l i v e  c o r a l  c o v e r ,  c o l o n y  s i z e  f r e q u e n c y ,  c o r a l  d i v e r s i t y  a n d  e v e n n e s s  
c o u l d  b e  o b t a i n e d .  T h e  S h a n n o n  & W e a v e r ’ s  i n d e x  o f  d i v e r s i t y  w a s  
c a l c u l a t e d  b o t h  f r o m  t h e  r e l a t i v e  a b u n d a n c e  u s i n g  n u m b e r  o f  c o l o n i e s  
( H ’ n )  a n d  f r o m  t h e  r e l a t i v e  l i v i n g  c o v e r a g e  ( H ’ c )  ( a f t e r  L o y a ,  1 9 7 2 ) .

H ’ n ะ ~ Y >  P i  loge P i  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ( 1 )
w h e r e  p.j ะ N-j/N  i s  t h e  p r o p o r t i o n  o f  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  i n d i v i d u a l s  
( N )  b e l o n g i n g  t o  t h e  ^ t h  s p e c i e s  ( N . j) ,  a n d

H ’ c  = - I P i  l o g e  p i  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ( 2 )
w h e r e  p.j i s  t h e  l i v e  c o v e r a g e  p r o p o r t i o n  o f  t h e  - j t h  s p e c i e s  i n  t h e  
s a m p l e .  T h e  e v e n n e s s  i n d e x  w a s  a l s o  c o m p u t e d  b a s i n g  o n  H ’ n o r  H ’ c  
( P i e l o u ,  1 9 7 7 ) .

J ’ (ท o r  c )  ะ H ’ (ท o r  c ;  o b s e r v e d ) / H m a x  — ( 3 )  
w h e r e  Hm o v  ะ l o g , ,  ร  i s  t h e  e q u i t a b i l i t y  o f  a l l  ร  s p e c i e s  i n  a  s a m p l e .(TiciX ร

as belonging to the one colony (see also Fig. 3). For monitoring
purpose, the transect line was located by marking with iron rods
hammered into massive corals along the line.
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Fig. 3. I l lu s tr a t io n  o f cora l cover assessment using lin e -tr a n se c t  
method. The projected lengths for each colony of:
P. lu tea  = A, A. hyacinthus = B, M. elephantotus = C+D, and
A. formosa = E.
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C o m p a r is o n  a m o n g  t h e s e  p a r a m e t e r s  c o u l d  l e a d  t o  t h e  
c a l c u l a t i o n s  f o r  t h e  d e g r e e  o f  d a m a g e  a n d  r e s p o n s e s  o f  c o r a l  c o m m u n ity  
r e s u l t e d  f r o m  b l e a c h i n g .

2.3 Coral-Colony Level Studies

T h e  o u t l i n e  o f  t h i s  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  i s  s h o w n  b e l o w .

S k e l e t o n  - - - - -
Surface Area Analysis

C o r a l  S a m p le s  
R e m o v a l o f  T i s s u e  

H o m o g e n iz e d  
S u b - s a m p l i n g

Chlorophyll Analysis Protein Analysis

Zooxanthellae Population Analysis

2.3.1 Sample Collection

T a g g e d  c o l o n i e s  o f  b l e a c h e d  s p e c i e s  w h i c h  s u r v i v e d  t h e  
e a r l y  m o r t a l i t y  a n d  c o n t i n u e d  t h e i r  r e c o v e r y  p r o c e s s ,  w e r e  c h o s e n  f o r  
t i m e  s e r i e s  c o l l e c t i o n .  T h r e e  c o l o n i e s  o f  e a c h  o f  t h e  p r o l o n g e d  
b l e a c h i n g  s p e c i e s ,  Psammocora d ig i ta ta ,  P e c t in ia  a lc ic o rn is ,  

L ith o p h y l Ion edwardsi, Hycedium e lephan to tus  a n d  M eru lina  am p lia ta  w e r e  
s t u d i e d . .  T h e  f i r s t  c o l l e c t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  o n  1 3  S e p t e m b e r  1 9 9 1 .  
T a g g i n g  n u m b e r  o f  e a c h  c o l l e c t e d  c o l o n i e s  w a s  r e c o r d e d  a n d  r e c o g n i z e d  
f o r  l a t e r  s a m p l i n g .  A l t o g e t h e r  n i n e  c o l l e c t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d .

T i s s u e / s k e l e t o n  s a m p l e s  w e r e  c a r e f u l l y  t a k e n  f r o m  t h e  
c o l o n y  w i t h  t h e  a i d  o f  h am m er a n d  c h i s e l .  O n e f r a g m e n t  w a s  c o l l e c t e d  
fr o m  e a c h  c o l o n y  d u r i n g  e a c h  s a m p l i n g  d a t e .  E a c h  s a m p l e  w a s  p l a c e d  i n  
a  l a b e l l e d  p l a s t i c  b a g ,  w r a p p e d  i n  a lu m in u m  f o i l  a n d  f r o z e n  a t  -20 °c 
u n t i l  t h e y  c o u l d  b e  p r o c e s s e d .
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2 . 3 . 2  T i s s u e  B i o m a s s  S a m p l i n g  a n d  A n a l y s i s
T h e  t i s s u e  c o v e r i n g  t h e  c o r a l  s k e l e t o n  w a s  r e m o v e d  

u s i n g  a  d e n t a l  W a t e r - P i k  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r ,  a n d  t h e n  p l a c e d  i n  a  
c l e a n  p l a s t i c  b a g  ( J o h a n n e s  a n d  W ie b e ,  1 9 7 0 ) .  S k e l e t o n s  w e r e  d r i e d  a n d  
k e p t  f o r  l a t e r  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  s u r f a c e  a r e a  . T h e  s l u r r y  w a s  g e n t l y  
g r o u n d  i n  a  l o o s e - f i t t i n g  g l a s s  t i s s u e  g r i n d e r .  T h e  v o lu m e  o f  h o m o g e n a t e  
w a s  r e c o r d e d  a n d  s u b - s a m p l e s  w e r e  t a k e n  f o r  z o o x a n t h e l l a e  c o u n t s ,  
c h l o r o p h y l l  a n a l y s i s  a n d  t i s s u e  p r o t e i n  a n a l y s i s .

2 . 3 . 2 . 1  D e t e r m i n a t i o n  o f  Z o o x a n t h e l  l a e  P o p u l a t i o n  s i z e
S a m p l e s  f o r  z o o x a n t h e l 1 a e  c o u n t s  w e r e

i n i t i a l l y  p r e s e r v e d  i n  L u g o l ’ s  i o d i n e  s o l u t i o n  ( A p p e n d i x  A ) .  T h e  
p r e s e r v e d  h o m o g e n a t e  w a s  t r a n f e r r e d  o n t o  t h e  N e u b a u e r  c h a m b e r  
( h e m o c y t o m e t e r ) . A l l  f i e l d s  w i t h  t h e  t o t a l  a r e a  o f  2 5  mm2  fr o m  e a c h  o f  
s i x  r e p l i c a t e d  c h a m b e r s  w e r e  c o u n t e d  u s i n g  a  c o m p o u n d  m i c r o s c o p e .

T h e  z o o x a n t h e l l a e  c o n t e n t  o f  e a c h  c o r a l  s a m p le  
w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  r e s u l t i n g  z o o x a n t h e l l a e  d e n s i t y  t o  t h e  t o t a l  
v o lu m e  o f  h o m o g e n a t e  a n d  s t a n d a r d i z e d  b y  c o n v e r t e d  t o  z o o x a n t h e l l a e  
c e l l s  p e r  s q u a r e  c e n t i m e t e r  o f  l i v i n g  c o r a l  s u r f a c e .

2 . 3 . 2 . 2  P h o t o s y n t h e t i c  P iç g n e n t  A n a l y s i s
H o m o g e n a t e  s a m p l e  o f  k n ow n  v o lu m e  w a s  f i l t e r e d  

t h r o u g h  W h atm an g l a s s  f i b e r  f i l t e r .  A s  t h e  s a m p l e  w a s  b e i n g  f i l t e r e d ,  
f e w  d r o p s  o f  s u s p e n s i o n  o f  MgCC>3 i n  d i s t i l l e d  w a t e r  w e r e  a d d e d  t o  
p r e v e n t  a c i d i t y  o n  t h e  f i l t e r .  F i l t e r  w a s  d r a w n  d r y ,  f o l d e d  i n  h a l f ,  
w r a p p e d  i n  a lu m in u m  f o i l ,  a n d  s t o r e d  i n  a  f r e e z e r  a t  - 2 0  °c.  u n t i l  b e i n g  
e x t r a c t e d .

F o r  e x t r a c t i o n ,  t h e  f i l t e r  w a s  t h e n  g r o u n d  i n  
a l o o s e - f i t t i n g  g l a s s  t i s s u e  g r i n d e r  t o g e t h e r  w i t h  4 - 5  ml o f  90% 
a c e t o n e .  T h e  h o m o g e n a t e  w a s  t h e n  m a d e u p  t o  v o lu m e  o f  1 0  ml w i t h  90% 
a c e t o n e  a n d  t h e n  s t o r e d  i n  c e n t r i f u g e  t u b e  r e f r i g e r a t e d  i n  d a r k n e s s  f o r  
a b o u t  2 0  h o u r s .
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C h l o r o p h y l l  e x t r a c t s  w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  a n d  
r e a d  a g a i n s t  a c e t o n e  b l a n k s  o n  a  s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  7 5 0 ,  6 6 4 ,  6 4 7  a n d  
6 3 0  nm a n d  c a l c u l a t e d  t h e  c h l o r o p h y l l  a  c o n c e n t r a t i o n  u s i n g  t h e  
e q u a t i o n  o f  J e f f r e y  a n d  H u m p h r e y , 1 9 7 5  ( a s  c i t e d  i n  P a r s o n  e t  a l . ,  
1 9 8 4 ) .
C h l o r o p h y l  l - a  (m g )  = { 1 1 . 85E6 6 4 - 1 . 54E6 4 7- อ . 08Eg3 0 }x{V/v X 1 } ___ ( 4 )
w h e r e  V = v o lu m e  ( m l )  o f  f i l t e r e d  h o m o g e n a t e ,  V ะ t o t a l  h o m o g e n a t e  
v o lu m e  ( m l ) ,  1 ะ p a t h  l e n g t h  o f  s p e c t r o p h o t o m e t e r  c e l l ,  a n d  E ะ
e x t i n c t i o n  v a l u e s ,  a t  w a v e l e n g t h s  i n d i c a t e d  b y  s u b s c r i p t s ,  a f t e r  
c o r r e c t i n g  f o r  a  b l a n k  m e a s u r i n g  a t  7 5 0  nm.

2.3.2.3 Tissue Protein Analysis

S a m p l e s  f o r  p r o t e i n  a n a l y s i s  w e r e  t a k e n  f r o m  
t h e  r e m a i n i n g  h o m o g e n a t e .  W h o l ly  h o m o g e n i z e d  a g a i n  b e f o r e  s u b - s a m p l i n g  
f o r  t o t a l  p r o t e i n  ( h o s t  t i s s u e  p l u s  z o o x a n t h e l l a e )  a n a l y s i s  i s  n e e d e d .  
T h e  s o l u b l e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  L o w r y ’ s  m e t h o d  a s  
d e s c r i b e d  i n  P e t e r s o n  ( 1 9 7 7 ) ,  u s i n g  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  s t a n d a r d  ( s e e  
A p p e n d ix  B ) .

2 . 3 . 2 . 4  C o r a l  S u r f a c e  A r e a  A n a l y s i s
C o r a l  s u r f a c e  a r e a  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  

a lu m in u m  f o i l  m e t h o d  ( M a r s h ,  1 9 7 0 ) .  T h e  c o r a l  s k e l e t o n s  w e r e  c a r e f u l l y  
o v e r l a i d  w i t h  p i e c e s  o f  a lu m in u m  f o i l ,  s o  a s  t o  a v o i d  o v e r l a p p i n g  a n d  
f o l d i n g  o f  t h e  f o i l .  T h e  p i e c e s  o f  f o i l  w e r e  w e i g h t  a n d  s k e l e t o n  s u r f a c e  
a r e a  ( c m 2 ) w e r e  t h e n  c a l c u l a t e d  b y  c o m p a r i s o n  w i t h  w e i g h t s  o f  f o i l  
p i e c e s  o f  k n ow n  s u r f a c e  a r e a  ( s e e  A p p e n d ix  C ) .
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