u Escuela de Doctorado
y Estudios de Posgrado

Universidad de La Laguna

Seguimiento de la comunidad de patogenos
asoclados a enfermedades de erizos de mar

antes y después de la Borrasca Filomena.

Monitoring of the pathogen community
assoclated to sea urchin diseases before and

after the winter storm Filomena.

Camila Esperanza Salazar Forero
Master en Biologia Marina Biodiversidad y

Conservacion
Marzo 2021



Escuela de Doctorado
y Estudios de Posgrado
Universidad de La Laguna

Contenido
ABSTRACT ettt ettt ettt sbe e s b e e s bt e bt e et e st e b et R e e R e e Rt e Rt Rt sheesheenRe e n e e et ene e e reeere e reeare s 2
RESUMEN ...ttt ettt a e bttt ekt et e s a e s bt e sh e e sb e e bt e bt e ateeateehe e b e e beenbeeabesaeesabesatesbeebeenseentenas 3
INTRODUCCION ......ootieeiiteieteete et sae sttt s st s st s s s s s ense s sae s s sesaesaneas 4
OBUIETIVOS....c ettt st b e s e ettt s ae e s b e e b e e bt e e e bt s et e sasesbe e sheenbe e bt eme e eateeneeebeenbe e reearens 7
MATERIAL Y METODOS ..ot et seesssesasses s sss s s s sessssassesssssnsessssassssssssssassesssssnsessnssssssanens 8
Procesamient de 18S MUESTIAS. ........cceireieirieeeirtee ettt ettt s s s s senes 9
AISIAMIENTO A8 PALOYIENOS. ...evvevreereriiteite et et et et e stesteete s e eseesse s esbesteeteeseessessessesesbestesssessessessessessestesssesseseaseas 12
Identificacion de las especies de amebas presentes en 10S CUILIVOS. ........coveererieinenieiineneeeeeece e 12
ANALISIS BSLAAISTICOS. ....veuvvetietetiietet ettt ekttt b et skt b et b ket b et bbb e b e e b ene 13
RESULTADOS ...ttt ettt ettt st st s bt s bt e bt et e st e e bt e s b e e bt e b e e et e sabesaeesbeesbe e bt enbeenteeneeebeenbeennens 13
ATSIAMIENTO A VIDITO SPP . vttt b et b et bbb st s be e ene e 14
ATSIAMIENTO 08 AMEDAS. .....ecviriieciirteee ettt sttt et 16
ANALISIS BSLAAISTICOS ......euvvetiertetiietet ettt b ekt b et b ket e bbbt st b et b et b e nn e 19
DISCUSION ...ttt es st es s s es s 8e88 8888888888 23
CONGCLUSIONES ...ttt sttt ettt e ae e s bt e bt ek a e sab e s bt e s beesbeesbe et e eateeaeeebeesbeenbeeabeeabesnsesaeenaee 28
AGRADECIMIENTOS ...ttt sttt ettt ae e e b e s bt e b e et e e st e sabesaeesbeesbee bt enbeenteeneesbeenbeebeenbenn 29
BIBLIOGRAFTA ...ttt s 31

ull.es



u Escuela de Doctorado
y Estudios de Posgrado

Universidad de La Laguna

ABSTRACT

Sea urchins mass mortalities events have been studied in different parts of the world due to
the ecological and economic impact that can cause on the fishing industry and ecosystems, as
sea urchin populations play a key role in the habitat structure. In the Canary Islands, two
events of mass mortality of Diadema africanum had been reported. The first in 2010 and
second in 2018, which appeared to be related to the winter storms that took place during the
month of February of those same years. These first studies have identified Neoparamoeba
branchiphila as the causative agent of the disease, which possibly acts in synergy with Vibrio
alginolyticus and/or other pathogens. In this study, the pathogen community was monitored
before and after the passage of the Storm Filomena, that occurred during January 2021st, on
the island of Tenerife, on different substrates (sand, algae and water) and also in the coelomic
liquid of several species of sea urchins (Diadema africanum, Arbacia lixula, Paracentrotus
lividus and Sphaerechinus granularis). The Storm Filomena had similar features with tropical
ciclones and generated abundant rainfall, gusts of wind from the SW and waves of more than
2 meters. A total of six pathogens, N. branchiphila, Vexillifera minutissima Acanthamoeba
sp, Vahlkampfia sp, V. alginolyticus, and green colonies of Vibrio spp, were observed.
Additionally it was verified that there was a significant change in the presence of pathogens
for the water and the hosts D. africanum and P. lividus, which were increased with the
passage of Filomena. Likewise, it was found that these communities of pathogens were
different depending on the type of habitat/host and, it is proposed the possibility that D.

africanum acts as a reservoir of N. branchiphila.
Keywords:

Pathogens community, sea urchin, mass mortalities, killer storms
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RESUMEN

Las mortalidades en masa de los erizos de mar se han estudiado en diferentes zonas del
mundo debido al impacto ecoldgico y economico que puede representar para la industria
pesquera y los ecosistemas donde las poblaciones de erizos cumplen un papel fundamental en
la estructura del habitat. En Canarias se han registrado dos eventos de mortalidad masiva de
Diadema africanum. El primero en 2010 y el segundo en 2018, los cuales parecen estar
relacionados con las tormentas de invierno que tuvieron lugar durante el mes de febrero de
esos afos. Estos primeros estudios han permitido identificar a Neoparamoeba branchiphila
como el agente causante de la enfermedad, quien posiblemente actla en sinergia con Vibrio
alginolyticus y/o con otros patdgenos. En el presente estudio se realizé un seguimiento de la
comunidad de patdgenos antes y después del paso de la Borrasca Filomena (enero de 2021)
en la isla de Tenerife, en diferentes sustratos (arena, algas, agua) y en el celoma de varias
especies de erizos de mar (Diadema africanum, Arbacia lixula, Paracentrotus lividus y
Sphaerechinus granularis). La Borrasca Filomena tuvo caracteristicas proximas a las de un
ciclon tropical y generd abundantes precipitaciones, rachas de viento provenientes del SW y
olas de mas de 2 metros. Se observd un total de seis patdgenos, V. alginolyticus, colonias
verdes de Vibrio spp., N. branchiphila, Vexillifera minutissima Acanthamoeba sp,
Vahlkampfia sp., adicionalmente se comprobd que hubo un cambio significativo en la
presencia de patdgenos para el sustrato agua y los hospedadores D. africanum y P. lividus, los
cuales aumentan con el paso de Filomena. Asi mismo, se encontré que las comunidades de
patogenos son diferentes dependiendo del tipo de habitat/hospedador y se propone la

posibilidad de que D. africanum actie como reservorio de N. branchiphila.
Palabras claves:

Comunidad de patogenos, erizos, mortalidades masivas, tormentas asesinas.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios se ha observado que la frecuencia y severidad de los brotes de
enfermedades en animales marinos esta en aumento (Lafferty, et al., 2004; Harvell, et al.,
1999; Feehan, et al., 2012; Nowak & Archibald, 2018), esta situacion se ha relacionado con
el desequilibrio de los ecosistemas generado por las actividades humanas y se prevé un
incremento en el contexto actual de cambio climatico (Harvell, et al.,2002). Los
equinodermos son uno de los taxones donde se han documentado varios brotes de
enfermedades que han estado asociados a eventos de mortalidades masivas (Tajimaa, et al.,
2007; Hernandez, et al., 2020; Sweet, 2020).

Las mortalidades en masa de erizos (Feehan, et al.,2012) debidas a agentes patdgenos
empezaron a reportarse desde 1970 (Maes & Jangoux , 1984; Tajimaa, et al., 2007) en cerca
de 30 géneros de erizos y diferentes partes del mundo (Wang, et al., 2013). Sin embargo, los
casos mas estudiados son los del erizo de mar Strongylocentrotus droebachiensis en las
costas de Nueva Escocia (Scheibling & Stephenson ,1984; Scheibling, et al., 2010; Feehan, et
al., 2012) y en el Caribe en Diadema antillarum (Lessios, et al.,1984 ), esta ultima conocida
por los fuertes efectos que desencadeno en la estructura de las comunidades bentonicas del
Caribe, las cuales han tenido una recuperacion muy lenta y no han vuelto a su estado inicial
después de 30 afios (Lessios, 2016). En el caso de Nueva Escocia, los fendbmenos de
mortalidad masiva son ciclicos y estan asociados a una Paramoebiasis generada por
tormentas, lo que se conoce como “Killer Storm” (Scheibling, et al.,2010; Scheibling &
Lauzon-Guay, 2010; Feehan, et al.,2012).

Estos brotes de enfermedad se han asociado con fendmenos ambientales extremos como
tormentas y el aumento de la temperatura del mar, que en sinergia facilitan la dispersion de
agentes patdgenos, los cuales han aumentado su presencia en los ecosistemas durante los
ualtimos afios por el calentamiento global (Tajimaa, et al.,2007; Scheibling, et al., 2010;
Scheibling & Lauzon-Guay, 2010; Feehan, et al.,2012). Debido a que los erizos son
herbivoros claves en el funcionamiento de las comunidades bentonicas, cualquier cambio en

la densidad de estos puede poner en riesgo la estabilidad y estructura de los ecosistemas
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bentonicos por el efecto de cascada trofica que se genera en las comunidades locales
(Fernandez, et al., 2006; Clemente, et al., 2014; Trowbridge, et al., 2019; Gizzi, et al., 2020).

A pesar del gran nimero de reportes de mortalidades en masa, en muchos estudios los
agentes causales han sido poco estudiados y en la mayoria de los casos no se han logrado
identificar debido a la dificultad que entrafia el estudio microbiolégico (Trowbridge, et al.,
2019; Sweet, 2020). Sin embargo, se han considerado bacterias, hongos, protozoarios e
incluso algas como agentes infecciosos (Wang, et al., 2013), probablemente potenciados por
la interaccion de multiples agentes inductores de estrés tales como cambios de temperatura,

tormentas y degradacion ambiental (Trowbridge, et al., 2019).

En el Atlantico este se han registrado dos eventos de mortalidad que afectaron a la especie de
erizo de mar Diadema africanum (Rodriguez, et al., 2013) posteriores a las tormentas
Xynthia en febrero 2010 y Emma en febrero 2018. La primera mortalidad se registro desde
octubre 2009 hasta abril 2010, en el que la poblacion presentd una reduccién del 65% sin
comprometer el éxito reproductivo de la especie (Clemente, et al., 2014). En el segundo caso,
la reduccién de la poblacion fue del 93,2% para Tenerife comparado con densidades previas
al evento y de 93,1% en la Palma, donde no hubo recuperacion después del primer evento
(Hernéndez, et al., 2020). Estas mortalidades afectaron también al archipiélago de Madeira,
donde a diferencia de lo ocurrido en La Palma y Tenerife, al parecer se ha dado cierta
recuperacion de las poblaciones después del segundo evento de mortalidad (Gizzi et al 2020).
Estas mortalidades se han atribuido a la enfermedad de la calva del erizo (Sea urchin bald
disease) por el parecido de las lesiones observadas en la epidermis de los equinoideos. En los
estudios iniciales se sugiri6 que Vibrio algynoliticus era el agente patégeno principal,
probablemente porque se recolectaron individuos en un estado avanzado de la enfermedad o
incluso muertos y V. algynoliticus es un patégeno comun en el medio marino. Sin embargo,
no se descarté la posibilidad de una sinergia con otros organismos patégenos como la ameba
Neoparamoeba branchiphila (Dykova, et al., 2011; Clemente, et al., 2014), similar a la
especie Paramoeba invadens identificada como agente causante de la enfermedad de los

erizos Strongylocentrotus droebachiensis en el Atlantico oeste.
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En el segundo evento, posterior a la tormenta Emma de febrero 2018, en el celoma de los
individuos enfermos se encontr6 Unicamente N. branchiphila, que se postul6 como el
causante principal, facilitando posteriormente la actividad oportunista de bacterias como
Vibrio spp., no obstante, no se han completado los postulados de Koch’s, necesarios para
determinar correctamente el proceso de infeccidn y la posible sinergia de N. branchiphila y

V. algynoliticus (Hernandez, et al., 2020).

Ambos periodos de mortalidad estuvieron asociados a estados inusuales de mar agitado
provenientes del suroeste, tormentas de febrero 2010 y de febrero 2018, sugiriendo que este
tipo de tormentas promueven la paramoebiasis en el Atlantico este, lo que viene a apoyar la
hipotesis de la “Killer Storm” como se observa también en el Atlantico oeste (Scheibling &
Lauzon-Guay, 2010; Scheibling, et al., 2010; Feehan, et al., 2012), que supone una
correlacion positiva entre la intensidad de la tormenta y la propagacion de la paramoebiasis
(Hernéndez, et al.,, 2020). Los episodios del Atlantico Este presentaron temperaturas
diferentes por lo que no hay una clara relacion con los cambios en la temperatura de la
superficie del mar (Hernandez, et al., 2020).

Al ser las amebas organismos bentdnicos que viven en ambientes estables, se han propuesto
dos posibles hipotesis sobre como el movimiento generado por las tormentas puede generar
dos tipos de procesos: (1) uno horizontal, donde las amebas son transportadas y se mezclan
con residentes, y (2) otro vertical donde hay una mezcla de sedimentos que aumenta el
namero de patégenos en la columna de agua (Feehan, et al., 2012; Hernandez, et al., 2020).
En Nueva Escocia (Feehan, et al., 2016) concluyeron que la adveccion horizontal es el
mecanismo mas probable de introduccion, seguido de la mezcla del movimiento vertical
como forma de dispersion. Sin embargo, sugieren, que es importante pero requiere de gran
esfuerzo examinar la distribucion del patdgeno en el medio ambiente (sedimentos y agua de

mar) costero y mar adentro, antes, durante y después de la tormenta.

La isla de Tenerife suele estar afectada por los vientos alisios que generan olas de moderada
energia con altura media anual de 1,4 m, pero durante los meses de octubre a marzo el oleaje
se intensifica, el mar de fondo y los vientos originados en el Atlantico Norte se acerca a la
isla desde NNW y NW produciendo olas de 2 a 3 metros. Debido a la orientacion de las

costas, las vertientes E y SE de las islas estan mas protegidas frente al mar de fondo y el
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oleaje medio es menor que en otras orientaciones (Yanes, et al., 2006), favoreciendo la
retencion de larvas y el incremento en la temperatura del agua, lo que beneficia la
transformacion y asentamiento de larvas de erizos. Esto junto a la presidn antrépica hicieron
que Tenerife presentara las densidades poblacionales de D. africanum mas altas en Canarias
(Hernandez, et al., 2008).

El Gltimo trabajo publicado ha asociado la mortalidad en masa de erizos con las tormentas de
invierno andmalas que se originan en latitudes medias - bajas y golpean las islas desde el sur,
suroeste, generando fuertes vientos, alta precipitacion y olas por encima de 2 metros
(Hernandez, et al., 2020). Entre los dias 6, 7 y 8 de enero lleg6 a Canarias la Borrasca
Filomena, originada en el interior de los E.E.U.U. y la cual se desplaz6 por el Atlantico hasta
situarse al norte de Canarias produciendo lluvias intensas y vientos generalizados de 70-
80km/h en el archipielago, generando olas de 4-5 metros (AEMET, 2021), condiciones que se
consideraron apropiadas para obtener informacion sobre los cambios en la presencia de

patdgenos que podrian darse posterior a un evento de tormenta.

Por lo tanto, teniendo en cuenta que esta enfermedad del erizo ha provocado cambios
drasticos en las poblaciones de D. africanum en el Atlantico Este, asi como en las
comunidades en las que esta presente (Sangil & Hernandez, in review) y que los dos eventos
de mortalidad masiva estan relacionados con las tormentas (Hernandez, et al., 2020), se
examind la presencia del patdégeno antes y después del paso de la Borrasca Filomena en
diferentes sustratos (agua, arena y alga) y especies de erizos (D. africanum, P. lividus, S.
granularis y A. lixula) con el fin de identificar la presencia de patdgenos antes y después de
la tormenta, lo que nos permitird entender un poco mejor los mecanismos de introduccion de

los mismos y el fendmeno de las mortalidades masivas de erizos.

OBJETIVOS

Evaluar la presencia de patdgenos en diferentes sustratos y hospedadores antes y después de
la Borrasca Filomena.
a) Identificar qué comunidad de patogenos se encuentra presente en diferentes sustratos y

hospedadores.
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b) Determinar si hay cambios en la comunidad de patégenos segun el periodo pre-
postormenta y tipo de sustrato/hospedador (agua, arena, algas, erizos).

c) ldentificar si alguna de las especies o sustratos estudiados actla como reservorio de
alguno de los patdgenos.

d) Establecer si la temporada de tormentas genera algin cambio en la presencia de los
patdgenos que pudiera estar relacionado con la “Killer-Storm™ hipOtesis propuesta por
Hernandez et al. 2020.

MATERIAL Y METODOS

La isla de Tenerife (28°16°07"" Norte, 16°36°20"" Oeste) es parte del archipiélago canario, el
cual se compone de siete islas y cuatro islotes de origen volcanico ubicados en el borde
oriental del giro subtropical del Océano Atlantico Norte. La influencia de la corriente de
canarias, los vientos alisios y la surgencia costera del noreste de Africa, le dan a las islas
caracteristicas propicias para ser una zona de transicion costera. El grado de exposicion al
oleaje varia estacionalmente entre las islas y entre las diferentes orientaciones de cada una de

ellas.

Se realizaron muestreos en cuatro localidades de la isla de Tenerife: Boca Cangrejo, Abades,
La Caleta de Adeje y Punta de Teno (Figura 1), antes de la temporada de tormentas en el
mes de agosto de 2020 y durante el mes de enero de 2021, algunos dias después de finalizada
la Borrasca Filomena, que produjo olas de 2-3 m provenientes del sur y suroeste (Figura 2)
(http://www.puertos.es/es-es/oceanografia/Paginas/portus.aspx).

Con el fin de localizar y caracterizar la presencia de patdgenos, se seleccionaron tres posibles
sustratos: agua, arena y algas y también se evalud la posibilidad de que algunas especies de
erizos (Diadema africanum, Arbacia lixula, Paracentrotus lividus y Sphaerechinus
granularis) se comportaran como hospedadores de los patdgenos. Para cada localidad se
recolectaron un bote de arena, una muestra pequefia de la comunidad de algas presentes y 1,5
litros de agua en tres puntos aleatorios. Adicionalmente, segin disponibilidad, se recolectaron
tres individuos de erizos por especie. Todo fue transportado en neveras y llevado al
laboratorio del grupo de investigacion Ecologia de Comunidades Marinas y Conservacion de
la ULL (https://wp.ull.es/jocarher/lab-facilities/).
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Figura 1. Puntos de muestreo en la isla de Tenerife.

Procesamiento de las muestras.

Cada muestra fue sembrada en dos cultivos diferentes: (1) En Agar Tiosulfato-Citrato-Bilis-
Sucrosa (TCBS) Merck™, medio selectivo para el aislamiento de Vibrio, cuyos componentes
selectivos son sales biliares, tiosulfato, citrato y un pH alcalino de 8,6. Estos componentes
inhiben el crecimiento de otras bacterias y las caracteristicas saladas del medio promueven el
crecimiento de Vibrio spp. El proceso de diferenciacion estd basado en la fermentacion de
sacarosa detectada por indicadores de pH (azul de timol y azul de bromotimol), los cuales
viran a color amarillo por la reaccién con sacarosa. Las cepas que fermentan sacarosa

producen colonias amarillas, mientras que las que no, presentan colonias verdes. Los tamafios
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de las colonias suelen variar, pero normalmente tiene un diametro minimo de 0,5 mm (Corry,
et al., 1995). (2) El otro medio utilizado fue Agar no nutritivo (ANN) Agar granulado
DIFCO™ al 2%, un medio sélido para el aislamiento de amebas que suele usarse con
diversos fines y no garantiza el crecimiento exclusivo de amebas, ambos medios de cultivo se

prepararon siguiendo las instrucciones del fabricante y usando agua Milli-Q®.

Rosa de Altura Significante (m) para Oleaje-Boya Tenerife Sur d
Periodo Agosto (2020)- Eficacia 100% Periodo Enero(2021)-Eficacia 100%

Puertos del Estado Puertos del Estado
> h >
X<0.2
®02-10
®10-20
2,0-30

Figura 2. a) Rosa de altura significativa (m) para Oleaje de los meses de agosto 2020 (pretormenta) y enero
2021 (tormenta). Boya Tenerife Sur. b) Imagen de Pta. Rasca - Tenerife, donde se puede ver claramente el
tiempo del oeste durante el periodo de la tormenta Filomena; c) Imagen de Montafia Pelada — Tenerife, donde se
observan claramente los barrancos corriendo en el periodo postormenta. Fotografias aéreas de Ignacio Herranz
Duarte

-Muestras de agua: haciendo uso de una rampa de vacio PALL modelo N°1540 y utilizando

membranas de nitrocelulosa con un didmetro de poro de 0,45 um, se filtraron los primeros

100 ml de cada botella. Bajo fuego y con pinzas la membrana fue separada del filtro y se

10
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sembrada boca arriba en la placa de TCBS. Posteriormente, se filtré el agua restante y la

membrana se colocO boca abajo en las placas de Petri con ANN, esto para facilitar el paso

desde la membrana al medio de cultivo.

-Muestras de la comunidad de algas: de la muestra de alga, con ayuda de unas pinzas se
arrancaba un trozo de las algas que se encontraran en la zona (Tabla 1) y este era sembrado

directamente en ambos medios de cultivo.

-Muestras de arena: en cada bote de arena se introdujo un bastoncillo de algodon para la
obtencion de una pequefia muestra, la cual fue sembrada directamente en los dos medios de

cultivo.

-Muestras de celoma: los erizos se colocaban boca arriba y utilizando una jeringuilla de
insulina de 29 G x 1,27 cm, se extrajo hasta 1 ml de celoma de cada erizo. La jeringa se
introdujo en la membrana peristomal en un &ngulo que evitara el contacto con la linterna de
Aristoteles (Dykova, et al., 2011), el liquido celémico fue sembrado en cada uno de los

medios selectivos.

Tabla 1. Especies recolectadas para siembra en medios de cultivos.

Localidad Agosto 2020 Enero 2021

Dictyota sp. Dictyota dichotoma
Abades Lobophora schneideri Rhodophyta

Lobophora schneideri Rhodophyta
Asparagopsis taxiformis | Asparagopsis taxiformis

Boca Cangrejo | Jania sp Jania sp
Lobophora schneideri Lobophora schneideri
Lobophora schneideri Lobophora schneideri
La Caleta de . .
Adeje Corz_illlna ferreyrae Lc_)bophorg schneideri
Codium sp. Dictyota dichotoma
Lobophora schneideri Rhodophyta
Punta de Teno | Lobophora schneideri Asparagopsis taxiformis
Lobophora schneideri Lobophora schneideri

Todas las placas de cultivos fueron llevadas al laboratorio del grupo de investigacion de
Parasitologia del Instituto Universitario de Enfermedades Tropicales y Salud Publica de

Canarias, donde se incubaron y se llevo a cabo el seguimiento de los cultivos.

11
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Aislamiento de patdgenos.

Aislamiento de Vibrio spp.

Las muestras sembradas se llevaron a 37°C durante 24 horas, pasado este tiempo estas fueron
observadas para saber si habia presencia o no de colonias de Vibrio spp. En las muestras de

agua las colonias fueron contabilizadas.
Aislamiento de Amebas.

Los medios sembrados se cultivaron a 20°C y se observaron semanalmente utilizando un
microscopio invertido Leica DMIL en aumento de 10X y 20X para identificar la presencia de
amebas, se tomaron fotografias con un Huawei P9 lite y el microscopio de imagen celular
EVOS FL, adicionalmente se hicieron replicas para aislar las amebas y mantener los cultivos

libres de hongos o bacterias.

Identificacidn de las especies de amebas presentes en los cultivos.

Para la extraccion de ADN se realizaron dos procedimientos de preparacion de muestras, en
el primero se agregaron 2 ml de PAS (Page’s amoeba Saline Solution) frio en la placa de
Petri y con un cayado de vidrio el agar se rasp6 para despegar la ameba del mismo,
posteriormente se colocaron 2 ml mas de PAS y con pipeta se recogio el contenido en un tubo
eppendorf para llevar a centrifugacion durante 10 minutos a 1500 rpm, el sobrenadante se
colectaba y se colocaba en el espacio para muestra del cartucho para el sistema automatizado
Maxwell 16®. El otro procedimiento se utilizé cuando las amebas no se encontraban en toda
la placa sino en un espacio reducido y en poca cantidad, en dichos casos, se extraia el trozo
del agar dénde las amebas se encontraban y se colocaban directamente en el cartucho, para
extraccion de ADN en Maxwell 16®. En ambos casos después de 40 minutos se recogia el
ADN de la cubeta con el buffer de elusion y se almacenaron a -20°C hasta su procesamiento
en la PCR.

Para la amplificacion de ADN por PCR, se utilizd un Termociclador Arktik™ (Thermo
Scientific™) en el cual dependiendo de la muestra se realizaba el protocolo para FLA primers
(Free living Amoeba) o el protocolo para VAHL primers, descrito en (Reyes-Batlle, et al.,

2021) Para el mix de preparacion se utilizd por muestra 5 ul Buffer, 1 ul dnTps, 0,5 ul de
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primer forward y 0,5 ul de primer reverse, 0,25 ul de Taq y 32.75ul de agua. Por cada
muestra se prepararon 2 volimenes, el primero con 10 ul de ADN vy el segundo con 4 pul de
ADN y 10 ul de agua. Una vez las muestras eran amplificadas se procedia a la electroforesis
en donde se ponian a correr las muestras en un gel de agarosa al 2% y se utilizaba como
tampon TAE 1%. Para darle peso a los fragmentos se utilizo buffer de carga y para calcular
los pesos moleculares de las muestras de ADN se utilizo el marcador PCRBIO Ladder IV. La
electroforesis tuvo una duracion de 45 min a 80 vatios. Una vez finalizado el tiempo los geles
fueron observados con luz UV haciendo uso del sistema de imagen ChemiDoc™ XRS.

Andlisis estadisticos.

Para los andlisis estadisticos se utilizd el paquete estadistico PRIMER7 + PERMANOVA
(Clarke, et al., 2014; Anderson, et al., 2008) donde se calcularon las similaridades entre las
muestras utilizando la matriz de datos de presencia y ausencia de la comunidad de patégenos
y aplicando el indice de distancias de Bray-Curtis. Esta matriz triangular de similaridades se
utilizé posteriormente para obtener un dendrograma Cluster basado en las similaridades de
las muestras con el que conseguimos determinar los agrupamientos principales en relacion a
la comunidad de patogenos. Mediante un andlisis SIMPROF se determind que los
agrupamientos fueron significativos y estos fueron representados posteriormente en un
grafico MDS no métrico para su mejor visualizacion. Mediante un analisis multivariante por
permutaciones (PERMANOVA) aplicado sobre la matriz triangular de similaridades se tested
el efecto de la estacionalidad (periodos pre y postormenta) y el sustrato/hospedador, asi como
su interaccion, en la comunidad de patdgenos identificada. Ambos factores fueron tratados
como fijos. Finalmente, se realizd un andlisis PAIRWISE sobre la interaccion para
determinar la influencia de la tormenta en la variacion temporal de la comunidad de

patdgenos para cada sustrato/hospedador estudiado.

RESULTADOS

En el muestreo realizado en agosto de 2020 se examinaron en total 156 cultivos, 78 en ANN
y 78 en TCBS, mientras que para el muestreo de enero de 2021 fueron 152 cultivos, 76 en
ANN y 76 en TCBS. Se encontraron en total seis patdgenos diferentes: colonias amarillas
(Vibrio alginolyticus), colonias verdes de Vibrio spp, y cuatro amebas de vida libre

Acanthamoeba sp., Vahlkampfia sp., Neoparamoeba branchiphila y Vexillifera minutissima.
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En la Figura 3 se puede ver que el muestreo realizado en enero despues del paso de la
borrasca tiene un mayor nimero de muestras con presencia de patdgenos, especialmente en
agua, donde se encuentran tres de los patdgenos observados, colonias verdes de Vibrio, V.
alginolyticus y Acanthamoeba sp.

Alga
3]
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£
=
i Agua
&
A, S.granularis
[}
N
Q P. lividus
2
[%2)
s, D.africanum
< B Vexillifera minutissima
A lixula B Acanthamoeba sp.
Alga = Colonias verdes
B Neoparamoeba branchiphila
Arena B Vahlkampfia sp.
Agua m Vibrio alginolyticus

S. granularis

P. lividus

D. africanum

Enero 2021 Post-Filomena

A. lixula
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Numero de muestras positivas para el patogeno

Figura 3. Presencia de patdgenos antes y después de la Borrasca Filomena.

Aislamiento de Vibrio spp.

En 62 de las muestras analizadas 29 antes de la tormenta y 33 después de la tormenta, se
observo la presencia de colonias amarillas en los tres sustratos y en tres especies de erizos de
mar, estas colonias fueron identificadas como V. alginolyticus, en la Figura 4 se puede
observar el nimero de muestras que dieron positivo para esta especie de bacteria.

Adicionalmente, en una muestra de agua de Teno recolectada en agosto 2020 se encontrd
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Vibrio harveyi (Figura 4c). Ademas, se observo el crecimiento de colonias verdes que
después de la tormenta aumentaron en un 13%, especificamente en muestras de agua, arena y

dos erizos.

14
12

10

Numero de muestras con
presencia de V.alginolyticus
(o]

Agua Alga Arena  D.africanum P.lividus S. granularis

M Prestorm m Poststorm

Y

Figura 4. Aislamiento de especies de Vibrio: en la grafica se observa la presencia de Vibrio alginolyticus en
sustratos/hospedadores antes y después de Filomena, barras de error con porcentaje 5%. Fotografias de los
cultivos: las colonias amarillas corresponden a V.alginolyticus. Pretormenta a) arena-Caleta; b)Negativo alga-
Boca Cangrejo; ¢) V. harveyi en agua-Teno; Postormenta d)Agua-Teno; e) Agua-Abades; f) Diadema africanum
— La Caleta de Adeje.
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Aislamiento de Amebas.

Se realizo6 seguimiento en 156 placas de ANN en total (Figura 5), con respecto a la presencia
de amebas en los diferentes sustratos antes de la tormenta, se encontraron quistes de
Vahlkampfia sp. (Figura 5) en una muestra de arena de Abades y Acanthamoeba sp. en una
muestra de agua de Caleta. N. branchiphila se observé en 19 placas sembradas con el celoma
de erizos y V. minutissima en 27 placas, también de erizos. En la mayoria de las muestras de
agua obtenidas después del paso de la borrasca filomena, se observd la presencia de
Acanthamoeba sp. La secuenciacion de una de las cepas aisladas permitié identificarla como
genotipo T4, en la Figura 5 se puede ver la electroforesis obtenida para la muestra Agua-
Tenol, a pesar de que el control positivo no corrié adecuadamente, el marcador molecular
permite inferir que el fragmento amplificado esta alrededor de las 500 pb especifico para

Acanthamoeba.

Las otras amebas encontradas en el mes de enero 2021 corresponden a N. branchiphila que
fueron identificadas por los trofozoites y pseudoquistes (Figura 6b, 6c), esta ameba tuvo un
aumento del 13% (Figura 6a) en comparacion con las muestras obtenidas en agosto 2020.

Por su lado V. minutissima presenté un aumento del 15% (Figura 6d).
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Figura 5. Cultivos de amebas: a) Placas de Petri con cultivos de amebas b) Quistes de Vahlkampfia sp.; c) Trofozoitos y quistes de Acanthamoeba genotipo T4; d)
Electroforesis en gel de agarosa 2%, fragmentos amplificados del ADN de Acanthamoeba T4 con primers JDP1 y JDP2 a dos concentraciones de ADN (MPM: marcador de
peso molecular, C+ y C- controles)
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Figura 6. Amebas en erizos: a) Presencia de Neoparamoeba branchiphila en erizos antes y después de Filomena, barras de error con porcentaje 5%; b) Pseudoquistes de N.
branchiphila; c) Trofozoitos de N. branchiphila; d) Presencia de Vexillifera minutissima en erizos antes y después de Filomena, barras de error con porcentaje 5%
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Andlisis estadisticos

Por medio de un anélisis SIMPROF se obtuvo ordenacion Cluster (Figura 7) a partir del cual
se pudieron observar los agrupamientos en un MDS (Figura 8) Estos grupos estan
caracterizados por diferentes comunidades de patégenos. En general, en las especies de erizos
estudiadas solo aparecen V. minutissima y N. branchiphila, mientras que para los sustratos
agua, arena y alga se encuentran mayoritariamente las colonias de Vibrio. Adicionalmente, se
encuentran observaciones atipicas que incluyen Acanthamoeba Unicamente para agua,

Vahlkampfia en una muestra de arena y Vibrio en cuatro erizos.
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Figura 7. Ordenacion cluster mostrando los grupos resultantes en rojo (letras) obtenidos mediante el analisis SIMPROF.
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El anélisis por Permanova (Tabla 2) pone de manifiesto una interaccion entre el factor pre y
postormenta con el factor sustrato-hospedadores. Es decir, que la borrasca Filomena produce
una fluctuacién significativa (P=0,0002) en la presencia de los patogenos a nivel de sustrato-
hospedadores. En la Tabla 2b se puede observar que las diferencias significativas entre
temporadas se dan especificamente en el sustrato Agua (P=0,001) y en los hospedadores D.
africanum (P=0,0124) y P. lividus (P=0,0174). Observandose un aumento significativo en la

comunidad de patogenos.

Tabla 2. a. Analisis Permanova de la comunidad de patdgenos para los factores Temporada (Pre-Post tormenta),
Sustrato/Hospedador y su interaccion. b. Analisis PAIRWISE de la interaccion entre los factores temporada

(Pre-Postormenta) por cada sustrato/hospedador.

a. Permanova df SS MS Pseudo-F  P(perm)
Temporada 1 33971  3.3971 10.784 0.0002
Sustrato/Hospedador 6 80.304 13.384 42.486 0.0002
Temporada X
Sustrato/Hospedador 6 7.0664 11777 3.7386 0.0002
Residual 140 44,103  0.31502
Total 153 135.42

b. Pair-wise Tests t P(perm) Unique

perms
Agua 3.6142  0.001 20
Alga 0.8044 0.6867 5
Arena 1.1978 0.3315 5
Diadema africanum 24422 0.0124 24
Sphaerechinus granularis 0.95553 0.6305 6
Arbacia lixula 2.182 0.051 7
Paracentrotus lividus 21314 0.0174 52
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DISCUSION

En las muestras observadas se encontraron seis patogenos diferentes: V. alginlyticus, colonias
verdes de Vibrio spp., Acanthamoeba sp, Vahlkampfia sp., N. branchiphila y V. minutissima.
Se encontrd6 que la presencia de estos patdgenos es diferente dependiendo del
sustrato/hospedador, por ejemplo N. branchiphila y V. minutissima se encuentran
exclusivamente en erizos, mientras que Vibrio spp. suele estar presente en los sustratos agua,
arena y algas. La Borrasca Filomena produjo cambios significativos en las comunidades de
patogenos del sustrato agua y de los hospedadores D. africanum y P. lividus, aumentando su
presencia en estos casos. Aunque se observaron cambios significativos en la presencia de
patdgenos en el sustrato agua y en los hospedadores D. africanum y P. lividus, durante el
desarrollo de este estudio no se reportd ningun caso de mortalidad masiva, posiblemente
porque aunque los temporales del mes de enero, especialmente la Borrasca Filomena,
reportaron vientos de origen Sur y Sur occidente, estos no alcanzan los valores de anomalias

reportados en (Hernandez, et al., 2020).

En este estudio se observo que las comunidades de patdgenos son diferentes dependiendo del
tipo de sustrato/hospedador, como se menciond previamente a excepcion de la aparicion de
algunas colonias de Vibrio sp. en erizos, la mayoria de las muestras de agua, arena y algas
tuvieron la presencia de V. alginolyticus, lo que podria significar un ambiente patdégeno para
los erizos ya que las bacterias del género Vibrio spp. se han asociado con el desarrollo de
lesiones cutaneas en diferentes especies de equinoideos en el mundo (Becker, et al., 2008;
Sweet, 2020). Especificamente V. alginolyticus fue la bacteria aislada de individuos enfermos
durante la mortalidad de erizos presentada en 2009-2010 en el Atlantico Este (Clemente, et
al., 2014) y con la gque se cree existe una sinergia con N. branchiphila en el desarrollo de la
enfermedad de la calva del erizo descrita para Diadema africanum en Canarias (Clemente, et
al., 2014). Adicionalmente, también creemos importante sefialar que en una muestra de agua
se encontrd Vibrio harveyi, una bacteria marina que se caracteriza por presentar colonias
bioluminiscentes y que se ha asociado a enfermedades en vertebrados e invertebrados (Austin
& Zhang, 2006).
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Con respecto a las algas vale la pena mencionar que en varias muestras se observo presencia
de Vibrio spp. pero fueron negativas para la presencia de amebas, esta situacion puede
deberse a la produccion de metabolitos secundarios de las algas, los cuales pueden tener
actividad antimicrobiana, antioxidante y citotoxica (Gamal, 2010; Garcia-Davis, et al., 2018;
Carroll, et al., 2019).

En cuanto a las amebas que se encontraron en las cuatro especies de erizos, Unicamente se
observo V. minutissima, ameba de origen marino que ha sido aislada de sedimentos del mar
Baltico (Garstecki & Arndt, 2000) y N. branchiphila asociada con las mortalidades masivas
de D. africanum en el Atlantico Este (Dykov4, et al., 2011; Hernandez, et al., 2020),
comunidad patdgena interesante ya que en branquias de Salmon Atlantico, se ha encontrado
Vexillifera sp. acompafiando Neoparamoeba sp. (Bermingham & Mulcahy, 2007). N.
branchiphila no se observé en ninguna muestra de agua, arena o algas, lo que podria sugerir
que la ameba no tiene una poblacion establecida en ninguno de los puntos estudiados, lo que
no descarta un proceso local de mezcla vertical que promueva la dispersién de patdgenos una
vez estos son introducidos por la adveccion horizontal provocada por tormentas,
posiblemente de forma similar a lo que se observa en Nueva Escocia con P. invadens
(Feehan, et al., 2016).

Ademas de estas dos comunidades que se observan con mayor claridad en el gréfico de MDS,
es importante mencionar a la ameba Acanthamoeba sp. encontrada Unicamente en muestras
de agua, la cual es un parasito oportunista de vida libre distribuido ampliamente en el mundo
y puede encontrarse en diversos tipos de ambientes como cuerpos de agua dulce, agua de
mar, aire y varios tipos de suelos (Lorenzo-Morales, et al., 2005a). En Canarias, ha sido
aislada previamente de diferentes muestras de agua de mar (Lorenzo-Morales, et al., 2005b).

En cuanto a las observaciones atipicas en las agrupaciones del analisis SIMPROF, en una
muestra de arena antes de la Borrasca se encontraron quistes de Vahlkampfia sp. género
asociado con infecciones en humanos y que puede encontrarse en variedad de ambientes
acudticos y terrestres (De Jonckheere, 2006; Reyes-Batlle, et al., 2021). También se dio
crecimiento de Vibrio spp. en el fluido celébmico de erizos, lo que podria darse como

resultado de una pobre calidad del agua del ambiente (Martony, et al., 2018), tal como se
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observo en las muestras de agua, que presentaron un aumento significativo en la comunidad

de patogenos.

El andlisis de la comunidad de patégenos por PERMANOVA indico la existencia de una
interaccion entre las fluctuaciones entre los factores temporada y sustrato/hospedador, y estas
son comprobadas mediante un andlisis por pares que permitié identificar cambios
significativos en la presencia de patogenos después de la tormenta para las especies P. lividus
y D. africanum y para el sustrato agua en el cual se presentd un aumento del 51% tras el paso

de la borrasca, probablemente por la mezcla vertical de sedimentos generada por el oleaje.

Aunque se presentaron cambios significativos en la presencia de patdgenos después de la
tormenta para las especies P. lividus y D. africanum, la presencia de N. branchiphila de
manera continua en individuos de D. africanum en ambas temporadas podria indicar que la
especie actla como reservorio de la ameba. En Nueva Escocia, por ejemplo, se ha observado
que individuos de S. droebachiensis que se recuperaron de la enfermedad cuando
experimentalmente se redujo la temperatura al umbral de infeccion, desarrollaron
nuevamente la enfermedad cuando la temperatura aumenté a 18°C (Scheibling & Stephenson
, 1984; Feehan, et al., 2012), lo que hace pensar que el patdgeno Paramoeba invadens (Jones
, 1985; Jones & Scheibling, 1985; Feehan, et al., 2013) sigui6 alojado en los erizos durante
algn tiempo. En nuestro caso no hay una clara correlacion de la temperatura de la superficie
con los eventos de mortalidad (Hernandez, et al., 2020), pero eso no implica que N.
branchiphila no se encuentre en estado de latencia en nuestras muestras o que la cantidad no
sea suficiente para que se desarrolle la enfermedad, puesto que se ha visto también que en S.
droebachiensis la incidencia de la infeccién por exposicion a P. invadens es dependiente de
la dosis (Jellet, et al., 1989), o que la interaccion con un tercer 0 mas patdgenos sea necesaria.

La presencia de N. branchiphila en los erizos también podria estar relacionada con episodios
recurrentes de mortalidades que han ido introduciendo al patégeno en las costas de Tenerife,
tal como se describen (Feehan, et al., 2016) para las costas de Nueva Escocia y que
posiblemente los individuos que han sobrevivido a estas mortalidades presenten cierta
resistencia a la infeccion, (Scheibling, et al., 2010) como también se ha hipotetizado para D.
antillarum en el Caribe (Beck, et al., 2014; Lessios, 2016). O quizas por la pérdida de

virulencia que pueden presentar las especies del género Neoparamoeba spp. (Dykova , et al.,
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2000) estos se han mantenido en individuos de erizos pero no producen los sintomas de la
enfermedad. Debido a que en este estudio no se presentd un evento de mortalidad, los datos
no permiten extrapolar ciertos procesos, pero expanden el panorama de investigacion a
nuevas preguntas. Ninguno de los erizos observados presentd sintomas de la enfermedad y
aunque en Canarias solo se habia observado N. branchiphila en erizos moribundos (Dykova,
et al., 2011), esta ameba habia sido previamente aislada de individuos sanos de los erizos de

mar P. lividus y Heliocidaris erythrogramma (Dykov4, et al., 2007).

Con respecto a los patégenos observados vale la pena comentar que una de las cepas aisladas
de Acanthamoeba sp. la cual se identifico por la forma irregular de los trofozoitos y los
quistes que tienen doble pared con forma hexagonal o de estrella (Lorenzo-Morales , et al.,
2005b), fue secuenciada e identificada como genotipo T4, el cual suele encontrarse
ampliamente distribuida en ambientes compartidos con humanos y se ha asociado a diversas
patologias tanto en humanos como en algunos animales (Martinez, 1991; Macivera, et al.,
2013). A pesar de que no se encontraron reportes que asocien Acanthamoeba spp. como
patdgeno en erizos (Tajimaa, et al., 2007; Becker, et al., 2008; Wang, et al., 2013),
Acanthamoeba spp. es parte de la comunidad patégena del agua la cual junto con Vibrio spp.
presentd cambios con el paso de la borrasca, lo que demuestra que efectivamente los eventos

de tormenta influyen en la propagacion de patégenos (Gizzi, et al., 2020).

Si bien la identificacion de patdgenos en el medio marino es tarea dificil, el trabajo con
Amebas de Vida Libre implica varios retos que dificultan en mayor medida la investigacion
en este grupo. En primer lugar, debe tenerse en cuenta que las amebas son muy diversas y
tienen distribucion cosmopolita, pueden aislarse de casi cualquier entorno y tienen la
capacidad de infectar diferentes animales. Al tener un ciclo de vida con dos etapas, los
estudios morfologicos estdn basados en la identificacion de trofozoitos (etapa de
alimentacion) y quistes (inactividad metabdlica) (Walochnik, 2018). La observacién de estos
suele requerir horas de experiencia frente a un microscopio, sin contar tambien con que
muchas veces al usar medios de agar el enfoque de la imagen suele ser complicado. La
observacién de quistes es ampliamente utilizada en la identificacion de las amebas, sin
embargo, muchas veces no esta respaldada por datos moleculares (Walochnik, 2018). Aqui se
encuentra otra de las dificultades, cuando se trabaja con amebas marinas, se requiere gran

cantidad de células para la extraccion de ADN y muchas veces la obtencion y el
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mantenimiento de cultivos axénicos es complicado pues al aislarla de su medio natural, la
ameba suele venir acompariada de bacterias (Nowak & Archibald, 2018). En algunos casos es
importante considerar la relacion simbidtica entre la ameba y la bacteria, pues se ha reportado
la presencia intracelular de Vibrio spp. en N. perurans y aunque se desconoce el tipo de
relacion que hay, se vislumbran otras formas de manejar los cultivos (Mac Phail, et al., 2020).
Asimismo, la disponibilidad de datos sobre marcadores moleculares y la disponibilidad de
cepas aisladas de invertebrados almacenadas en colecciones es muy poca (Dykova, et al.,
2011; Dykova, et al., 2007) lo que dificulta ain mas el trabajo molecular. Ademas, el hecho
de utilizar un agar generalista facilita el crecimiento no solo de bacterias sino de hongos que
se encuentren asociados al medio donde se aisla la ameba, por lo que el seguimiento y
mantenimiento debe ser constante y que en el caso de este estudio en ocasiones fue dificil por
la actual situacion de pandemia. En los medios de cultivos se encontraron varios
pseudoquistes de Neoparamoeba sp. los cuales surgen como respuesta al estrés osmotico
generado por los medios de cultivo (Lima, et al., 2017), por lo que se recomendaria que los

medios de cultivo se realicen con agua de mar y en oscuridad.

El estudio de los agentes causantes de los brotes de las enfermedades en el medio marino
suele ser complicado debido a las dificultades para detectar los patdgenos potenciales en los
tejidos del hospedador que estan rodeados por agua (Feehan , et al., 2013), la sola presencia
de un patdgeno no implica el desarrollo o identificacion de la enfermedad por lo que hacen
faltan estudios histologicos y de comprobacion mediante los postulados de Koch’s (Martony
et al., 2018). Quizas ver las enfermedades del medio marino como la interaccion de varios
agentes permita comprender mejor la enfermedad (Sweet, 2020). En este sentido y con
respecto a las cuatro muestras del celoma de erizos, dos en agosto y dos en enero, en las que
dio crecimiento de colonias de V. alginolyticus, solo una de estas muestras tenia la presencia
de la ameba. Aun asi ninguno de los individuos presentaban sintomas de la enfermedad al
momento de su captura, lo cual puede presentarse en algunos casos (Clemente, et al., 2014).
Pero hace dificil la valoracion de la influencia de ambos patégenos en la enfermedad. La
presencia de bacterias en el fluido celémico de erizos podria ser resultado también de una
pobre calidad del agua del ambiente (Martony , et al., 2018) tal como se observd en las
muestras de agua donde la comunidad patdgena presentd un cambio significativo con la

borrasca Filomena. De igual forma, la presencia de N. branchiphila en individuos sanos se
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observo y podria indicar que N. branchiphila no es el Unico desencadenante de la enfermedad
y que por lo tanto debe haber otros agentes involucrados en el desarrollo de esta (Dykova, et
al., 2011; Clemente, et al., 2014; Hernandez, et al., 2020). Quizas en proximos estudios valga
la pena verificar la actividad patogénica de V. minutissima ya que al menos en peces el
género Vexillifera spp. no sélo ha demostrado capacidad para colonizar branquias, sino que
ha demostrado competencia patégena (Bermingham & Mulcahy, 2007). Vale la pena
mencionar que N. branchiphila fue aislada por primera vez de branquias de peces (Dykova, et
al., 2005), por lo que podria evaluarse la presencia de N. branchiphila y V. minutissima en las
branquias de peces en las zonas de estudio. Asi mismo, que se evalué la enfermedad del erizo
utilizando los postulados ecolégicos de Koch’s (Sweet, 2020) donde se evalle la interaccion

de maés de dos patdgenos, asi como la existencia de un hospedador intermediario.

Para finalizar, el hecho de que la temporada de tormentas de invierno, incluida la borrasca
Filomena, esté relacionada con un cambio positivo en la presencia de patdégenos, confirma
que los cambios ambientales asociados al calentamiento global podrian estar beneficiando la
presencia de patdgenos de erizos de mar claves en la estructura y composicion de los
ecosistemas rocosos en Canarias (Hernandez, et al., 2008). Ante esta situacion se da con
urgencia la necesidad de realizar un seguimiento continuo de los patdgenos en el medio
marino de Canarias en paralelo con el seguimiento de los fendmenos climéaticos que puedan
beneficiarlos como periodos tormentosos, aumento de la temperatura, entre otros. En un
contexto de cambio climéatico donde las actividades antropicas afectan negativamente los
ecosistemas, entender las dindmicas de las enfermedades en organismos marinos y el papel de
estas como inductores de cambios en los ecosistemas es fundamental para el desarrollo de

planes de manejo y propuestas de conservacion.

CONCLUSIONES

a) Las comunidades de patogenos son diferentes dependiendo del tipo de sustrato-
hospedador. Amebas pequefias y Neoparamoeba branchiphila aparecen Unicamente
en erizos, mientras que en agua, arena y alga es mas comun la presencia de Vibrios
spp.

b) Existe una interaccion entre la temporada de invierno, el sustrato-hospedador y la

Borrasca Filomena, la cual produce cambios significativos en la presencia de
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patdgenos en el sustrato agua y en los hospedadores Diadema africanum vy
Paracetrotus lividus.

c) La presencia de Neoparamoeba branchiphila fue exclusiva del celoma de las cuatro
especies de erizos evaluadas. Vibrio alginolyticus se encontré mayoritariamente en
agua, arena, algas y solo se observo puntualmente en 3 muestras de erizos.

d) En los sustratos y hospedadores estudiados no solo se encontraron las dos especies de
interés, sino que ademas, asociado exclusivamente al agua se encontré Acanthamoeba
sp. En muestras de agua, arena y dos erizos se observaron colonias verdes de Vibrio.
En erizos se observé Vexillifera minutissima muchas veces acompafiando a
Neoparamoeba branchiphila y en una muestra de Arena Vahlkampfia sp.

e) La presencia constante de Neoparamoeba branchiphila en Diadema africanum refleja

que estos erizos son reservorio de la ameba.
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