UNIVERSIDAD NACIONAL
SISTEMA DE ESTUDIOS DE POSGRADO
POSGRADO REGIONAL EN CIENCIAS VETERINARIAS TROPICALES

PCVEI

Posgrado
Regional
en Ciencias
Veterinarias
Tropicales

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE HONGOS EN OCTOCORALES DEL
CARIBE DE COSTA RICA DURANTE EL NINO 2015-2016

SUSTENTANTE
ALEJANDRA MARIA CALDERON HERNANDEZ

“CAMPUS BENJAMIN NUNEZ”
HEREDIA
2017

Tesis sometida a consideraciéon del Tribunal Examinador del Posgrado en
Ciencias Veterinarias Tropicales para aspirar por el grado de Magister
Scientiae en Medicina de la Conservacion.



AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE HONGOS EN OCTOCORALES DEL
CARIBE DE COSTA RICA DURANTE EL NINO 2015-2016

SUSTENTANTE
ALEJANDRA MARIA CALDERON HERNANDEZ

Tesis presentada para aspirar al grado de Magister Scientiae en Medicina de la
Conservacion.
Cumple con los requisitos establecidos por el Sistema de Estudios de Posgrados
de la Universidad Nacional. Heredia, Costa Rica.

2



Miembros del Tribunal Examinador

Ph.D. Francisco San Lee Campos

Delegado del Consejo Central de Posgrado

Ph.D. Kinndle Blanco Pefia
Representante del PCVET

M.Sc. Andrea Urbina Villalobos

Tutora

Ph.D. Jorge Cortés Nufiez

Co-tutor

M.Sc. Ingrid Salas Campos

Asesora

Alejandra Maria Calderén Hernandez

Sustentante



IV. Resumen

Los octocorales (Cnidaria: Octocorallia) son organismos importantes en los
ecosistemas marinos. Los octocorales crean complejidad ambiental y por lo tanto
aumentan la biodiversidad, son importantes productores de metabolitos secundarios
y son de gran belleza, favoreciendo el turismo. Cuatro enfermedades infecciosas
descritas en octocorales estan asociadas con hongos y una de las cuales ha
causado altas tasas de mortalidad en las poblaciones de abanicos de mar en
distintos paises del Caribe durante los ultimos Fendmenos de El Nifio. El objetivo
de este estudio fue aislar e identificar hongos presentes en los octocorales del
Caribe de Costa Rica, describir macroscopica y microscépicamente las lesiones
presentes en ellos e investigar si habia compromiso fungico. Durante El Nifio 2015
- 2016 se realizaron buceos en 11 sitios con arrecifes de coral de tres localidades
(Cahuita, Punta Uva y Manzanillo) del Area de Conservacion La Amistad Caribe,
Limén, Costa Rica, con el fin de tomar muestras de tejido de octocorales para el
objetivo propuesto. Se recolecté muestras de 55 octocorales, de los cuales 17 (30.9
%) tenian lesion y 38 (69.1 %) no tenian alteraciones evidentes. Las colonias fueron
de cinco géneros: 23 individuos de Gorgonia spp. (41.8 %), 20 especimenes de
Eunicea spp. (36.3 %), seis Plexaurella spp. (10.9 %), tres Pseudopterogorgia
acerosa (5.4 %) y tres Muricea atlantica (5.4 %). Se aislaron hongos en 127 cultivos
(50.4 %), en tejidos sanos se encontraron diez géneros de hongos y tres géneros
en tejidos enfermos; siendo Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Zygosporium los
mas frecuentes en colonias sanas y Aspergillus, Penicillium y Zygosporium, en

zonas con lesion. No se encontro relacion entre las dimensiones del octocoral y



parametros abidticos con la presencia de lesiones y/o aislamientos de los hongos,
pero si hubo una mayor diversidad de hongos y mayor cantidad de octocorales con
lesiones en los sitios 7 y 9. De los 17 individuos con lesiones, se pudo demostrar,
mediante histopatologia, un compromiso fungico con una respuesta celular
asociada en dos de ellos (11.7 %) y parasitismo por algas en siete (41.2 %). En
cuatro colonias de Eunicea spp. (20 %) se evidencié una reaccion de acumulacién
de escleritos y zonas de necrosis de causa no determinada. Diatomeas,
cianobacterias y nematodos fueron observados en los lavados de los tejidos e
histopatologias, pero no se asociaron con las lesiones. Este es el primer estudio en

el que se analizan la micobiota e histopatologia en octocorales de Costa Rica.

Summary

Octocorals (Cnidaria:Octocorallia) are important components of marine ecosystems.
Octocorals create environmental complexity, leading to higher biodiversity, are
important producers of secondary metabolites and are attractive animals, important
for tourism. Four infectious diseases described in octocorals have been associated
with fungi and one of them has caused high rates of mortalities in the sea fans
populations in different countries of the Caribbean during the last El Nifio event. The
aim of this study was to isolate and identify fungi in octocorals from the Costa Rica
Caribbean, describe macroscopic and microscopic lesions and investigate if there
was fungal compromise. During El Nifio 2015 - 2016 dives were conducted at 11
sites with coral reefs in three locations (Cahuita, Punta Uva and Manzanillo) of La

Amistad Caribe Conservation Area, Limon, Costa Rica, in order to collect samples



of octocorals tissue to achieve the proposed objective. Samples were collected from
55 octocorals, 17 of them (30.9 %) had lesions and 38 (69.1 %) had no evident
lesions. The colonies belong to five genera, 23 individuals were Gorgonia spp. (41.8
%), 20 specimens were Eunicea spp. (36.3 %), six Plexaurella spp. (10.9 %), three
Pseudopterogorgia acerosa (5.4 %) and three Muricea atlantica (5.4 %). Fungi were
isolated in 127 (50.4 %) of the cultures, in healthy tissues ten genera of fungi were
found and three in the diseased tissues; the most frequent in healthy colonies were
Aspergillus, Penicillium, Fusarium and Zygosporium while Aspergillus, Penicillium
and Zygosporium in injured areas. No relationship between octocoral dimensions
and abiotic parameters and the presence of lesions and / or isolation of fungus was
found. But a spatial distribution with greater diversity of fungi and presence of lesions
were seen in sites 7 and 9. Of the 17 individuals with lesions, tissue reaction to fungal
hyphae was demonstrated by histopathology in two of them (11.7 %) and parasitism
by algae in seven (41.2 %). In four Eunicea spp. (20%) a sclerite reaction with
blackish coloration were seen with no apparent cause determinated. Diatoms,
cyanobacteria and nematodes were observed in the washings of tissues and
histopathology, but not associated with injuries. This is the first study to analyze

mycobiota and histopathology in octocorals of Costa Rica.
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Introduccién general

Generalidades, biologia e importancia de los corales

Los corales son invertebrados marinos, cuya existencia data desde el Periodo
Precambrico hace 605 millones de afios (Brusca & Brusca, 2005). Estos animales
pertenecen al filo Cnidaria, clase Anthozoa, la cual posee dos subclases:
Hexacorallia y Octocorallia. A los primeros se les conocen como corales duros por
su esqueleto calcareo y los segundos son llamados suaves por la ausencia de esta
caracteristica. Dentro de los octocorales, se encuentran tres 6rdenes: Alcyonacea
(corales suaves y gorgonias), Helioporeacea (coral azul) y Pennatulacea (plumas
de mar), los cuales estan distribuidos tanto en aguas superficiales como profundas

(Breedy, 2009).

Los octocorales poseen dos capas embrionarias: el ectodermo, que da origen a la
epidermis, y el endodermo, que se convierte en el gastrodermo y forma una capa
intermedia conocida como mesoglea o mesénquima, donde se encuentran los
poélipos y se dan los procesos reproductivos. Estos organismos forman colonias
mediante reproduccion sexual y asexual (Brazeau & Lasker, 1989; Coma et al.,
1995), no poseen sistema nervioso central, rganos respiratorios y excretores
completos, sino que estas funciones las realiza el gastrodermo. La nutricion se da
mediante la fotosintesis que realizan algas simbiontes (zooxantelas) ubicadas en el
ectodermo y mediante la captura de microorganismos plancténicos por medio de
tentaculos y adhesion de nutrientes a su barrera de mucopolisacaridos (Brusca &

Brusca, 2005).
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Los arrecifes de coral aportan gran cantidad de beneficios al planeta: como fijar
carbono, evitar la erosiéon de las costas al ser rompeolas naturales contra el fuerte
oleaje, ser sitios de refugio, anidacion y de alimentacion de casi una cuarta parte de
las especies marinas en el mundo (Cesar et al., 2003), ademas de ser sitios para el
turismo (Alvarado et al., 2006; AIDA, 2012). Debido a su particularidad bioldgica de
estar adheridos a un sustrato, los corales son buenos bioindicadores de los
ecosistemas acuaticos con respecto a la presencia de contaminacion, ya que
algunas especies disminuyen en condiciones de baja calidad de agua y otras
ejercen dominancia en ambientes contaminados (Hernandez-Mufioz et al., 2008;

Cooper et al., 2009).

Los corales hacen su aporte en el campo de la medicina, suministrando materia
prima de farmacos, tales como la Zidovudina (AZT), componente del tratamiento
que se prescribe a los pacientes con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH),

el cual es extraido de estos animales (Cesar et al., 2003; AIDA, 2012).

Amenazas a las poblaciones de los corales

Las poblaciones de corales a nivel mundial estan constantemente amenazadas por
fendmenos ambientales y acciones antropogénicas directas, como: la
contaminacion, la escorrentia, la sobreexplotacion pesquera y turistica o acciones
indirectas como el cambio climatico (Cortés & Ledn, 2002; Cesar et al., 2003; Harvell
et al., 2007; Fabry et al., 2008; Burge et al., 2014; Mumby et al., 2014). Debido a
esto han sido sujetas a diversos estudios ecoldgicos y no ha sido sino hasta afios

recientes en que se ha iniciado la investigacion de la relacién de los corales con su
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microbiota, asi como de agentes infecciosos que podrian afectar el equilibrio de

estos seres vivos (Sutherland et al., 2004).

En las Ultimas cuatro décadas, las enfermedades marinas se han incrementado
notablemente, tal es el caso de las tortugas, mamiferos, erizos, moluscos,
tiburones, decapodos y especialmente en corales (Ward & Lafferty, 2004; Lafferty
et al., 2004; Sarmiento-Ramirez et al.; 2010, Work & Meteyer, 2014). Una revision
de literatura realizada por Sutherland et al. (2004) y que aun continda vigente (Burge
et al., 2014), indica que se han descrito 18 enfermedades en los corales, de las
cuales solamente en cinco han sido demostrados los agentes etiolégicos mediante
los postulados de Koch. Cuatro de estas son causadas por bacterias, a saber: la
Plaga Blanca, causada por Aurantimonas coralicida, “White Pox”, por Serratia
marcescens, blanqueamiento por Vibrio shiloi y Vibrio corallilyticus y la Aspergilosis
Marina, causada por el hongo Aspergillus sydowii. M&s recientemente se han
identificado particulas virales como componentes de la holobiota (Hewson et al.,
2012) asi como asociadas con patologia en estos animales (Correa et al., 2016).
Estos agentes se han encontrado causando enfermedad de forma oportunista luego
de eventos de elevada temperatura marina, sedimentacion, contaminacion y baja
calidad de agua (Rosenberg & Ben-Haim, 2002; Sutherland et al., 2004; Harvell et

al., 2007).

Respuesta inmune de los corales frente a los patégenos y otras amenazas
El sistema inmune de los corales, al igual que otros invertebrados, se basa en tres
mecanismos: a) el alorreconocimiento o reconocimiento de lo propio y no propio, b)

procesos celulares y c) procesos humorales (Mydlarz et al., 2006).
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Estos animales poseen barreras fisicas como la primera linea de defensa situadas
sobre la superficie del ectodermo y estan compuestas de una capa de
mucopolisacaridos (CMP) y de un estrato de escleritos, los cuales, junto con los
holobiontes o microorganismos simbiontes (como las zooxantelas y comunidades
microbianas) previenen la adhesién de patdgenos a la superficie de la colonia
(Mullen et al., 2004; Gil-Agudelo et al., 2006; Harvell et al., 2007; Toledo-Hernandez
& Ruiz-Diaz, 2014). La CMP es producida por los mucocitos y funciona también para
la alimentacion y como proteccion contra los rayos ultravioleta. Los escleritos son
cristales de carbonato de calcio secretados por los escleroblastos (células del
mesénquima) y ademas de ser los responsables de proporcionar el color y la textura
de las colonias, previenen o retardan la invasion de los microorganismos
(Sutherland et al., 2004; Brusca & Brusca, 2005; Gil-Agudelo et al., 2006; Toledo-
Herndndez & Ruiz-Diaz, 2014). Una vez que un patégeno ha pasado la barrera
fisica, se activa el sistema inmune innato por medio del alorreconocimiento (Mydlarz

& Harvell, 2007).

En los cnidarios se han descrito respuestas celulares mediante amebocitos (células
fagociticas) que producen enzimas antioxidantes, especies reactivas de oxigeno y
de nitrogeno (ERON), péptidos antimicrobianos, metabolitos secundarios,
peroxidasas y granulos de melanina (Mydlarz & Harvell, 2007). Los amebocitos
granulares estan asociados con la respuesta inflamatoria y la reparacién de heridas,
asi como la fagocitosis de elementos ajenos por medio de particulas acidofilicas con
proteinas citotoxicas (Couch et al., 2013). Las enzimas antioxidantes y los ERON,

funcionan como moléculas de sefializacion para la apoptosis e inducen un estrés
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oxidativo en caso de lesiones o estrés térmico (Toledo-Hernandez & Ruiz-Diaz,

2014).

Los péptidos antimicrobianos y metabolitos secundarios con actividad microbicida
producen inhibicién de la reproduccion de patégenos sobre el animal por medio de
la regulacién de genes de transcripcion (Toledo-Hernandez & Ruiz-Diaz, 2014). La
produccion de enzimas peroxidasas, lisozimas y enzimas lisosomales (sustancias
bactericidas e hidroliticas) contribuyen con la formacién de ERON, destruccién del
agente infeccioso, que junto con metabolitos secundarios realizan la opsonizacién
y aglutinacién del invasor, lisis de la membrana celular del microorganismo o
interrupcién del metabolismo (Sutherland et al., 2004; Toledo-Hernandez & Ruiz-

Diaz, 2014).

La melanizacion es resultado de la sintesis de melanina y migracion de amebocitos
con granulos de este pigmento, como una respuesta del coral frente a agresiones
del entorno, con el fin de proteger su estructura, mediante el aislamiento de la zona
enferma del resto del tejido y posteriormente se producen proteasas, quinonas
citotoxicas y ERON que contindan con el proceso de reaccion contra el agente
(Toledo-Hernandez & Ruiz-Diaz, 2014). En las gorgonias con aspergilosis, se ha
visto un aumento en la produccién de melanina, con el fin de restringir los hongos
en la gorgonina, compuesto de proteinas y mucopolisacaridos secretado por el coral
(Brusca & Brusca, 2005). Este proceso da como resultado las areas de color purpura

gue han sido asociadas con esta enfermedad (Couch et al., 2013).
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Ante la invasion flngica, los abanicos de mar producen sustancias antifungicas tales
como metabolitos lipidicos, quitinasas y depdsito de melanina para prevenir la
diseminacién por el tejido (Ellner et al.,, 2007). Las peroxidasas y metabolitos
antifingicos son factores importantes para controlar la infeccion y su produccion se
disminuye en las colonias viejas o cuando el sistema inmune esta comprometido
(Sutherland et al., 2004). En el estudio de Mydlarz y Harvell (2007), las colonias
infectadas con A. sydowii producian menor cantidad de peroxidasas y sustancias

antifangicas aun en zonas sin lesion, sugiriendo un compromiso generalizado.

Segun Couch et al. (2013), en su estudio in vitro e in situ para demostrar la
plasticidad en la respuesta inmune celular del abanico de mar frente a la
aspergilosis, la respuesta celular de los amebocitos ante la enfermedad tiene un
pico a los seis dias y después empieza a declinar hasta los 14 dias, por lo que

eventos prolongados de enfermedad pueden causar mayor mortalidad.

Factores bioticos asociados con lesiones en corales
Dos factores bidticos que se han reportado en asociacion con o perpetuando las

lesiones en corales han sido: el tamafio de la colonia y la presencia de vectores.

Tamanfo de la colonia

Los corales de mayor tamafio son también los mas viejos. En estos individuos, la
produccion de sustancias microbicidas, tales como peroxidasas y cantidad de
células fagociticas, es menor comparada con individuos de menor tamafio y por

ende, mas jovenes. Esta condicion hace a las colonias de mayor tamafio, mas
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susceptibles a las enfermedades y a los cambios en el entorno (Sutherland et al.,

2004; Ellner et al., 2007; Toledo-Hernandez & Ruiz-Diaz, 2014).

Presencia de vectores

Se ha propuesto que la aspergilosis puede transmitirse por un vector, el caracol
Cyphoma gibbosum, por su predileccion de alimentarse de gorgonias (Rypien &
Barker, 2009). Este caracol se ha encontrado en mayor cantidad en individuos
enfermos y se cree que las lesiones que provoca abren una puerta de entrada a los
patogenos al exponer el interior del animal al ambiente marino (Nagelkerken et al.,
1997). Rypien y Barker (2009) realizaron un experimento donde demostraron que
el A. sydowii puede pasar exitosamente por el intestino del depredador y al ser
excretado en las heces, las conidias son viables para reproducirse. Por su parte,
Nagelkerken et al. (1997) encontraron que estos caracoles podrian tener una
predileccion por alimentarse de corales enfermos mas que de los sanos (aunque las
diferencias no fueron estadisticamente significativas), lo que podria explicar por qué

se encuentran en mayor cantidad en los animales con lesiones.

Factores abi6ticos que intervienen en la presencia de enfermedades en los corales

Diferentes factores abiéticos han sido estudiados como posibles determinantes en
la presencia de enfermedades en invertebrados marinos, la mayoria de los cuales
son consecuencia del cambio climético (acidificacién, aumento de la temperatura
marina y cambios en la salinidad) (Burge et al., 2014). Sin embargo, la profundidad,

independientemente de los factores climaticos, también ha sido correlacionada con
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eventos de morbilidad en fauna marina (Nagelkerken et al., 1997; Rosenberg &

Bein-Ham, 2002).

Factores independientes del cambio climatico

Profundidad

Rosenberg y Ben-Haim (2002) mencionan que los corales de aguas superficiales
presentan menor blangueamiento que las colonias que se encuentran a mayor
profundidad, esto debido al efecto microbicida de la radiacién solar. Un ejemplo de
este efecto es el que se produce sobre la bacteria V. shiloi (causante del
blanqueamiento en Oculina patagonica), cuyo crecimiento se ve significativamente

inhibido por los rayos ultravioleta (Rosenberg & Ben-Haim, 2002).

Durante la investigacion realizada por Nagelkerken et al. (1997) se encontré que
los abanicos de mar (Gorgonia spp.) que se situaban en aguas superficiales y en
zonas con actividad de oleaje alto, presentaban menor cantidad de lesiones
compatibles con aspergilosis con respecto a los ubicados en profundidades
mayores a 12 m, lo que fue atribuido a un posible efecto de remocion mecanica de

los patégenos por parte de las olas.

Factores asociados con el cambio climatico

Acidificacion de los mares

Este evento sucede en respuesta a las elevadas concentraciones ambientales de
dioxido de carbono (CO2) que aumentan las concentraciones oceanicas de este

compuesto, y por medio de reacciones quimicas, resultan en una diminucion en el
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pH marino. Los niveles de acidificacién marina han ido en aumento y son un 30 %

mayores en los ultimos 100 afios (Burge et al., 2014).

Segun Fabry et al. (2008), “la hipercapnia -presion de diéxido de carbono elevada-
en los mares, afecta los organismos marinos disminuyendo la saturacion de
carbonato de calcio, afectando las tasas de calcificacion y bajando el pH”. En los
corales, la calcificacion es necesaria para el crecimiento de las colonias, pero un
medio &cido induce la liberacién de las algas simbiontes (quienes contribuyen con
la calcificacion), provocando el blanqueamiento y la muerte del coral (Langdon &

Atkinson, 2005).

Aumento de la temperatura marina

Muchos eventos de mortalidad en organismos marinos como corales, peces y
moluscos han sido precedidos por aumentos en la temperatura de los océanos,
particularmente luego de fendmenos ambientales como El Nifio (Harvell et al., 1999;
Harvell et al., 2009; Burge et al., 2014). Algunos ejemplos de mortalidades en
corales asociadas a las elevadas temperaturas han sido en octocorales del Caribe
(Guzman & Cortés, 1984; Nagelkerken et al., 1997; Burge et al., 2014) y del
Mediterraneo (Burge et al., 2014), asi como en corales escleractinios a nivel mundial

(Harvell et al., 2009; Burge et al., 2014).

Los fendmenos de El Nifio-Oscilaciéon del Sur (ENOS) suceden en promedio cada 7
afos, sin embargo, desde mediados de 1970 sus efectos se manifiestan por mas
tiempo, con impactos devastadores en la fauna marina. Un ejemplo notable fue el

fendmeno de blanqueamiento de corales en 1998, que causo la muerte de estos
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animales a nivel mundial, consecuencia que fue atribuida a las elevadas
temperaturas marinas luego de que este ENOS se prolongd considerablemente
(Harvell et al., 1999). Las altas temperaturas contribuyen al desprendimiento de las
zooxantelas y cambios en el microbioma que posteriormente ocasiona la muerte de
los tejidos, tanto por falta de nutrientes, como por la colonizacién con agentes

infecciosos (Harvell et al., 1999; Burge et al., 2014).

Segun Burge et al. (2014), el aumento de la temperatura influye tanto en el
hospedador como en el agente infeccioso, causando cambios en el comportamiento
(disminucion en la reproduccion y crecimiento de la colonia), aumento en la
susceptibilidad del hospedador a las enfermedades e incremento de la virulencia,

actividad y emergencia de los patégenos.

Variacion en la salinidad

Los cambios en la salinidad estan asociados a los fenébmenos de La Nifia, los cuales
producen condiciones frias y secas, provocando un aumento en la salinidad (Burge
et al., 2014). Estos incrementos se han visto asociados con una mayor proliferacion
de microorganismos, tales como los parasitos Perkinsus marinus y Haplosporidium
nelsoni, responsables de la muerte de ostras en la costa Atlantica de los Estados
Unidos (Burge et al., 2014), y el incremento en la colonizacion de los pastos marinos

por algas Labyrinthulomycetes (Burge et al., 2013).

Investigaciones en hongos marinos asociados a octocorales

Los hongos marinos pueden adaptarse a diferentes factores como temperatura y

salinidad o a distintos ambientes, segun la disponibilidad del sustrato. Asi, se
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clasifican en hongos marinos (asociados a las costas y aguas superficiales),
oceanicos (aquellos identificados en lugares mas bénticos), manglicolas
(encontrados en manglares), arenicolas (crecen en la arena) y estuarinos (estan en
los estuarios) (Jones, 2000). Con respecto a los corales, los hongos pueden ser
autoctonos o nativos de los corales como el género Koralionastes, o bien, no nativos
o aloautdctonos, que provienen de ambientes terrestres o marinos y se encuentran
como endoliticos (crecen dentro del coral), endobiontes (estan dentro del coral de
forma simbidtica), saprofiticos (descomponedores del medio marino) y/o patégenos
(Raghukumar & Ravindran, 2012). Los estudios de hongos realizados en
octocorales, se han centrado en aquellos que pueden asociarse a colonias de
gorgonias, tanto sanas como enfermas (Koh et al., 2000; Toledo-Hernandez et al.,
2008; Smith, 2013), por ser la principal familia afectada por la aspergilosis marina.
Sin embargo, se han reportado lesiones compatibles con esta enfermedad en
especimenes de la familia Plexauridae, evidenciando un posible aumento en el

rango de susceptibilidad de individuos a esta micosis (Smith & Weil, 2004).

Caballero-George et al. (2010) destacan que los hongos marinos son “sub
explorados en términos de biodiversidad, asociaciones ecoldgicas y metabolitos
secundarios pero que son considerados como los nuevos recursos en la industria
farmacéutica”. Esta aseveracion es apoyada por los ya conocidos ejemplos de
aplicaciones de los hongos ambientales en la medicina, como materia prima para la
elaboracién de antibiéticos como la penicilina (un metabolito producido por varias
especies del género Penicillium), o medicamentos para el control del colesterol

como la lovastatina (obtenida de Aspergillus terreus). De igual manera, los hongos
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marinos también pueden producir metabolitos y enzimas con aplicaciones en la
medicina, prueba de esto es que para el 2010, se habian registrado mas de 1100
productos naturales a partir de estos microorganismos (Ebel, 2012), por ejemplo la
sorbicilactona A (obtenida de un hongo aislado de esponjas marinas), que tiene
efecto contra las células cancerigenas de la leucemia (Caballero-George et al.,

2010).

Enfermedades y sindromes en los corales asociados con compromiso fungico

Se han descrito dos sindromes y dos enfermedades asociados con la presencia
simultdnea de hongos: anormalidades en el esqueleto, sindrome flngico-
protozoario, enfermedad de la banda negra (BBD, por sus siglas en inglés) y
aspergilosis. Sin embargo, los Labyrintulomycetes (algas que antes fueron
consideradas hongos) también han sido descritos como patégenos oportunistas

marinos, que causan lesiones en los abanicos de mar (Burge et al., 2012).

Anormalidades en el esqueleto

Las anormalidades en el esqueleto se refieren a una variedad de alteraciones como
lesiones elevadas, tumoraciones causadas por algas, discontinuidades de la
superficie externa y fracturas, entre otras. Se presentan tanto en corales duros
como suaves, sobre las que los hongos y otros microorganismos actlian como
oportunistas, aprovechando esas lesiones para alimentarse y reproducirse

(Sutherland et al., 2004).
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Sindrome fangico-protozoario

El sindrome fangico-protozoario fue el nombre dado a la mortalidad masiva de
gorgonidos y otros organismos en el Mar de Liguria (Italia) en el verano de 1999,
donde hubo un aumento inusual de la temperatura marina que proporcioné las
condiciones para que hongos de los géneros Trichoderma, Penicillium, Humicola y
Cladosporium infectaran tejidos internos, mientras que los protozoarios lo hicieran

en las capas externas de estos animales (Sutherland et al., 2004).

Enfermedad de la Banda Negra (BBD)

La Enfermedad de la Banda Negra es llamada asi porque la lesion que se manifiesta
en el coral duro y suave es una banda de necrosis en la superficie, y es provocada
por la interaccion de un conjunto de microorganismos, entre ellos cianobacterias
(Phormidium corallycticum, Oscillatoria spp. y Thichodesmium spp.), bacterias
oxidadoras de sulfuro (Beggiatoa spp.), bacterias sulfato reductoras (Desulfovibrio
spp.), otras bacterias heterétrofas y hongos oportunistas (Rosenberg & Bein-Haim,
2002; Gil-Agudelo et al., 2009). Con respecto al papel de los hongos en esta
enfermedad, Ramos-Flores (1983) demostré la presencia de hifas pigmentadas en
cortes histolégicos de lesiones en corales de estrella (Orbicella annularis), pero no
en areas aparentemente sanas. Por otro lado, en un estudio realizado por Priess et
al. (2000), se asocio la aparicion de estas bandas negras con el final de la estacion
lluviosa, que provee condiciones para el sobre-crecimiento de algas endoliticas
(componentes normales de la microbiota). Estas algas son fuente de alimento para

hongos oportunistas que al reproducirse, producen el pigmento negro.

29



Aspergilosis marina

La aspergilosis marina es una enfermedad que ha sido documentada solamente en
octocorales. El agente causal es A. sydowii (Smith et al., 1996; Geiser et al., 1998),
un hongo filamentoso, distribuido ampliamente en la naturaleza, especialmente en
ambientes marinos debido a su afinidad por entornos salinos (Geiser et al., 1998;
Ein-Gil et al., 2009; De Hoog et al., 2014; Samson et al., 2010). Las lesiones
causadas por este hongo se caracterizan por ser focales o multifocales, rodeadas
por un anillo necrotico color morado (Nagelkerken et al., 1997; Kim et al., 2006; Gil-
Agudelo et al., 2009) correspondiente a la melanizacién como respuesta del coral a

la infeccion (Petes et al., 2003; Ellner et al., 2007).

Varias teorias han surgido en torno a esta enfermedad en abanicos del Caribe: una
fue expuesta por Smith et al. (1996), en la que atribuia la colonizacion del hongo a
la escorrentia. Esta teoria fue posteriormente desacreditada porque la enfermedad
también se estaba manifestando cerca de islas como San Salvador en el Caribe,
donde este acontecimiento no se manifestaba (Shinn et al., 2000). Otra teoria es la
gue propone que el hongo fue transportado y depositado en el Océano Atlantico por
tormentas de las arenas del Sahara (Shinn et al., 2000). Dichos vientos, también
transportan minerales que pueden funcionar como fuente de nutrientes para proveer
un ambiente Optimo para el desarrollo del hongo. Para probar esta teoria, Weir-
Brush et al. (2004) realizaron infecciones experimentales en abanicos sanos
utilizando cepas de A. sydowii aisladas de arena de tormentas del desierto y una

cepa terrestre de referencia, encontrando que soélo los aislamientos provenientes de
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la arena fueron capaces de producir la enfermedad y cumplir con los postulados de

Koch (Weir-Brush et al., 2004).

Alker et al. (2001), realizaron una investigacion in vitro con tres cepas marinas y una
terrestre de A. sydowii para dilucidar los factores involucrados en la presentacion de
esta enfermedad y encontraron que la temperatura 6ptima de crecimiento del hongo
es 30 °C, misma a la cual los sistemas de defensa del coral se ven severamente
comprometidos lo cual facilitaria la colonizacién. Asi mismo, demostraron que a
temperaturas inferiores el coral produce extractos con propiedades antifingicas que

evitan la proliferacion de este agente.

Finalmente, Rypien et al. (2008) recopilaron los aislamientos disponibles de A.
sydowii, sin importar si fuesen terrestres o marinos, con el fin de investigar la
estructura genética y dilucidar el origen del mismo (marino, terrestre proveniente de
la escorrentia o terrestre proveniente de las arenas de Africa). Encontraron una
gran diversidad genética en los aislamientos pero ninguna diferencia morfolégica
entre las cepas, sugiriendo que cualquier cepa puede ser potencialmente patdégena.
La falta de aislamientos de hongos en los corales previo a los eventos de
aspergilosis no ha permitido comprobar si A. sydowii ya se encontraba en los
ecosistemas acuéaticos y si los cambios ambientales han sido los que han favorecido

gue este agente cause la patologia de manera oportunista (Rypien et al., 2008).

Segun Toledo-Hernandez et al. (2007), a pesar de la relevancia de las infecciones
causadas por A. sydowii, poco se conoce sobre la micobiota de los octocorales

sanos y enfermos. Estos investigadores y la informacion a mano cuestionan si las
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micotoxinas producidas por este hongo (sydowinol, acido sydowico y sydowinina A
y B) (Smith & Weil, 2004) tienen un rol en la patogénesis de la aspergilosis. Gil-
Agudelo et al. (2006) resaltan la importancia de conocer los microorganismos
presentes en estos animales para entender los cambios que ocurren en la
microbiota durante las enfermedades, ya que los microorganismos residentes
pueden proveer proteccién al producir sustancias antimicrobianas y por ocupar

nichos que no pueden ser utilizados por los patdégenos.

Sobre crecimiento de Labyrintulomycetes

Los Labyrintulomycetes que actualmente pertenecen al reino Straminipila (Beakes
et al., 2014), son causantes de la enfermedad debilitante de los pastos marinos
Zostera marina, particularmente por Labyrinthula zosterae. Sin embargo, estas
algas han sido encontradas en asociacion con A. sydowii en cortes histologicos de
especimenes de G. ventalina, estudiados durante los eventos de aspergilosis en

Florida, Puerto Rico y México en 1990 (Burge et al., 2013).

Recientemente se han descrito lesiones multifocales purpuras en abanicos de
aguas superficiales de La Paguera, Puerto Rico, por lo que del 2006 al 2010 se
realizaron muestreos para identificar la causa. Asi, fueron aislados en cultivo e
identificados mediante secuenciacion, dos géneros de Labyrintulomycetes:
Aplanochytrium y Thraustochytrium. A la vez, se visualizaron estructuras fusiformes
compatibles con estas algas en los cortes histolégicos de tejidos, polipos y sistema

gastrovascular de estos individuos (Burge et al., 2013).
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Herramientas para el diagnéstico e investigacion de enfermedades en corales

Varios autores coinciden en la necesidad de investigacion de enfermedades en
corales mediante un diagnostico integrado, donde ademas de describir las
caracteristicas macroscopicas de las lesiones y las especies afectadas, se conozca
la microbiota y su interacciéon con el hospedador, se investigue sobre factores
bidticos y abibticos que puedan alterar el equilibrio del animal con estos
microorganismos, se determinen fuentes de infeccion, vectores y reservorios y
posteriormente se utilice métodos de deteccién de enfermedades (Harvell et al.,

2004; Work et al., 2008; Pollock et al., 2011).

El uso de herramientas diagndsticas para la deteccion de agentes infecciosos ha
sido implementado solo en corales escleractinios. En una revision realizada por
Pollock et al. (2011) se citan las principales técnicas aplicadas en estos
invertebrados, de las cuales soélo los cultivos microbiolégicos se han hecho en
octocorales (Koh et al., 2000, Toledo-Hernandez et al., 2007). Las técnicas descritas

en esta revision fueron:

- Cultivos microbioldgicos: de esta forma se han aislado patdgenos oportunistas

como V. shiloi, V. coralliilitycus, S. marcescens y A. sydowii.

- Ensayos inmunolégicos: se han utilizado anticuerpos policlonales anti-V. shiloi

para determinar la presencia de estas bacterias en colonias de O. patagonica.

- Hibridacién in situ fluorescente: mediante esta técnica se ha podido identificar

al poligueto Hermodice carunculata como reservorio y vector de V. shiloi un

causante del blanqueamiento en corales.
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- Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR): Polson et al. (2008) disefiaron una

PCR patégeno especifica amplificando el segmento 16S rADN para detectar
cuatro bacterias oportunistas A. coralicida, S. marcescens, V. shiloi, y V.
coralliilyticus en muestras de corales.

- PCR en tiempo real: ha sido utilizada para detectar V. corallilyticus tanto en

agua de mar como en fragmentos de coral.

El estudio histopatoldgico (no incluido en la revision de Pollock et al., 2011), es un
método utilizado tanto en octocorales como en corales escleractinios que, ademas
de detectar la presencia de agentes infecciosos, demuestra el compromiso en el
tejido, asi como otras causas de enfermedad como las de caracter tumoral

(Gallowey et al., 2006; Work & Meteyer, 2014).

Bajo la premisa del concepto de medicina de la conservacion, que promueve
investigaciones multidisciplinarias que relacionen la interaccion de los patégenos
con los vertebrados, invertebrados y cambios en el ambiente, se podra tener un
mayor entendimiento de las patologias en fauna, asi como de los factores que

intervienen en la presentacion de enfermedad (Bourne et al., 2009).

Justificacion

Costa Rica posee un area de 970 km? de arrecifes coralinos (Spalding et al., 2001;
Alvarado et al., 2006; AIDA, 2012) en el que viven 56 especies de octocorales, 26
de las cuales se ubican en el Caribe (Breedy, 2009). Se estima que el valor
econoémico que los arrecifes aportan al pais asciende a US$1 000 000 por hectarea,

ademas del valor intrinseco, que es incalculable (AIDA, 2012).
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En Costa Rica, las poblaciones de octocorales estan siendo amenazadas por la
sedimentacion, contaminacién, turismo, desarrollo hotelero, pesca y extraccion
ilegal, asi como por el ENOS (Alvarado et al., 2006; Cortés et al., 2010). Este ultimo
ocasiond el aumento de la temperatura del mar durante los periodos 1982-1983 y
1997-1998, llevando a la muerte a una gran cantidad de octocorales y corales

escleractinios en ambas costas (Guzméan & Cortés, 1984, 2001, 2007).

Con la finalidad de minimizar los efectos de la actividad humana sobre los
ecosistemas marinos, la Comision Interdisciplinaria Marino Costera de la Zona
Econdmica Exclusiva de Costa Rica, elabord en el 2006, el "Informe Técnico sobre
Ambientes Marinos Costeros de Costa Rica", donde se hacen varias
recomendaciones para conservar los habitats costeros, destacando la investigacion

de enfermedades (Alvarado et al., 2006).

En el pais existe solo un estudio sobre hongos marinos realizado en arenas del
manglar de Punta Morales (Golfo de Nicoya, Puntarenas), el cual se centré en
encontrar microorganismos quitinoliticos y su potencial efecto en el manglar. La
investigacion se realiz6 durante la estacion seca de 1987 y la época lluviosa de
1988, detectandose mayor cantidad de hongos durante los meses humedos, pero
mayor diversidad durante la época seca. Durante la época seca la materia organica
provee un sustrato para el crecimiento de agentes como Labyrinthula spp., alga
recolectada solamente en esta época y que puede perjudicar los pastos marinos,
crustaceos y otros organismos marinos (Ulken et al., 1990). Estos resultados
sentaron un precedente sobre los posibles efectos negativos de los cambios de

estacion en estos ecosistemas.
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Con respecto a eventos de mortalidades masivas en octocorales en Costa Rica,
Guzman y Cortés (1984), reportaron una reduccién de hasta el 90 % en las
poblaciones de G. flabellum en toda la costa Caribe. Estos investigadores
descartaron que los cambios de temperatura, salinidad, sedimentacion,
contaminacion y oleajes hayan sido la causa pues eran factores comunes con otras
poblaciones que no fueron afectadas. También cuestionaron que la mortalidad
hubiera sido inducida por depredadores y erosién del sustrato porque los cambios
gue estos factores pueden provocar son de menor escala. Por ultimo, llegaron a la
conclusién de que el causante del suceso debié haber sido un agente infeccioso,
gue se expandio rapidamente por la poblacion y tuvo preferencia sélo por esa
especie de octocorales. Sin embargo, se sigue careciendo de investigaciones sobre
enfermedades y agentes infecciosos en estos invertebrados, particularmente si hay

presencia de hongos o enfermedades causadas por estos.

Por las razones anteriores es importante realizar estudios en las poblaciones de
octocorales de Costa Rica con el fin de determinar la micobiota que se encuentra
presente, poniendo especial énfasis en la deteccion de A. sydowii, a la vez
investigando si existen lesiones compatibles con la infeccion. La investigacion debe
acompanfnarse de mediciones de componentes abidticos como profundidad, pH,
salinidad y temperatura, como posibles factores precipitantes de la enfermedad y
de la distribucion de los agentes micéticos, informacion que en conjunto, contribuya
a conocer la relacion de los corales y su micobiota, el control y prevencion de

enfermedades y a su conservacion.
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Caracteristicas de la zona de estudio

El Area de Conservacion La Amistad Caribe, se encuentra ubicado en los cantones
de Siquirres, Matina, Limon y Talamanca, de la provincia de Limon y tiene una
extension de 620 967.72 ha. De esa area 26 386 ha corresponden a territorio marino
(Sistema Nacional de Areas de Conservacion de Costa Rica, s.f.), donde se
encuentran los arrecifes de coral mejor desarrollados y con mayor extension del

pais (Alvarado et al., 2006; Cortés et al., 2010).

Datos del Instituto Meteoroldgico Nacional, de 2005 a 2015, indican que los meses
de mayor precipitacion fueron mayo, julio y diciembre, mientras los menos lluviosos

fueron abril, setiembre y octubre (Anexos 1y 2).

La zona sur de Cahuita esta irrigada por los rios Carbon, Cocles y Suérez. La
estructura del paisaje terrestre es mayoritariamente de bosque denso o de baja
cobertura, vegetacion riparia y de lagunas, que han tenido una reduccion de un 21
% en 24 afios (Morera-Beita y Sandoval-Murillo, 2012). Con respecto al paisaje
marino, los arrecifes del Parque Nacional Cahuita se redujeron en un 37.5 % en un
periodo de diez afios debido a la sedimentacion, y en Manzanillo la cobertura de
coral vivo es menor al 10 % debido a la presencia mayoritaria de algas (Cortés et

al., 2010).

La actividad turistica es la fuente primaria de la economia del distrito de Cahuita
desde finales de la década de 1990, caracterizada por pequefias y medianas

empresas, donde el 60 % de los propietarios son costarricenses con una diversidad
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cultural afrocaribefia, indigena y campesina (Morera-Beita y Sandoval-Murillo,

2012).

Problema a investigar

En Costa Rica no se ha realizado investigacion sobre enfermedades en octocorales
y no hay informacion sobre la micobiota de estos invertebrados, desconociéndose
si estd 0 no A. sydowii y la aspergilosis marina, por lo que es necesario realizar
estudios microbiolégicos e histopatolégicos, incluyendo factores ambientales que
contribuya a establecer lo que podria considerarse normal, para posteriormente
analizar posibles etiologias en eventos como el descrito por Guzman y Cortés
(1984) y que dé un aporte al conocimiento sobre los hongos que podrian estar

implicados 0 no como agentes causales de lesiones.

Objetivos

Objetivo general

Conocer la micobiota presente en octocorales de arrecifes del Caribe de Costa Rica
mediante estudios micolégicos e histopatologicos, asociando los hallazgos con el
tamafio de la colonia, mediciones abidticas del ambiente marino y presencia de

lesiones.
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Objetivos especificos

Aislar e identificar mediante pruebas de laboratorio hongos filamentosos y
levaduriformes en muestras de tejidos de octocorales para evaluar su rol
como agentes micéticos causantes de enfermedad en estos animales.
Analizar mediante técnicas moleculares hongos con fenotipo compatible con
Aspegillus sydowii aislados de muestras de tejido para corroborar o descartar
la especie del hongo.

Relacionar los hallazgos micoldgicos con el tamafio de la colonia y
mediciones abioticas con el fin de identificar asociaciones entre los
aislamientos y componentes del ambiente y estos parametros.

Realizar estudio histopatolégico de octocorales con lesiones para verificar la

invasion fangica.
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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE HONGOS EN OCTOCORALES DEL
CARIBE DE COSTA RICA, DURANTE EL NINO 2015-2016

Resumen: Las poblaciones de corales a nivel mundial estan siendo amenazadas
por fenbmenos ambientales y acciones antropogénicas, razén por la que han sido
sujetas a diversos estudios ecoldgicos y en las Ultimas décadas se ha iniciado la
investigacion de agentes infecciosos que podrian estar comprometiendo su salud y
la del ecosistema. Dentro de las enfermedades infecciosas descritas en octocorales
cuatro estan asociadas con hongos y una de las cuales ha causado altas tasas de
mortalidad en las poblaciones de abanicos de mar en distintos paises del Caribe
durante los ultimos Fendmenos de El Nifio. El objetivo de este estudio fue aislar e
identificar hongos presentes en los octocorales del Caribe de Costa Rica y
relacionar los hallazgos con las dimensiones de la colonia, presencia o no de
lesiones y mediciones de temperatura y profundidad. Durante El Nifio 2015-2016 se
realizaron buceos en tres localidades del Area de Conservacion La Amistad Caribe,
Limon, Costa Rica, para tomar muestras de tejido de octocorales, medidas abioticas
(profundidad, temperatura, salinidad y pH) y medidas bi6ticas (tamafio de los
octocorales y presencia de Cyphomma gibbosum). De los 252 cultivos realizados,
se aislaron hongos en 127 de ellos (50.4 %), en tejidos sanos se encontraron diez
géneros de hongos y tres en tejidos enfermos; siendo Aspergillus, Penicillium,
Fusarium y Zygosporium los mas frecuentes en colonias sanas y Aspergillus,
Penicillium y Zygosporium en zonas con lesién. No se encontrd relacién entre las
dimensiones del octocoral y parametros abiéticos con la presencia de lesiones y/o

aislamientos de los hongos. Sin embargo, se encontré una mayor diversidad de
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hongos y presencia de octocorales con lesiones en los sitios 7y 9. Este es el primer
estudio sobre identificacibn micolégica en octocorales de Costa Rica, que
contribuye al conocimiento del microbioma en estos animales. Son necesarios
estudios longitudinales para determinar si hay estacionalidad de los hongos y

monitorizar el estado de salud de los octocorales mediante la presencia de lesiones.

Palabras clave: Aspergillus, Caribe, Costa Rica, Eunicea, Gorgonia, hongos

marinos, Muricea, octocorales, Plexaurella, Pseudopterogorgia

Abstract: Coral populations worldwide are threatened by environmental conditions
and anthropogenic actions, for this reason they have been the subject of numerous
ecological studies, and in recent decades the investigation of infectious agents that
could been compromising the ecosystem and their health. Within the infectious
diseases described in octocorals four have been associated with fungi and one of
them has caused high rates of mortalities in the sea fans populations in different
countries of the Caribbean during the last El Nifio event. The aim of this study was
to isolate and identify fungi in octocorales from the Costa Rican Caribbean and
correlate such findings with colony dimensions, presence or not of lesions and
temperature and deep measurements. During El Nifio 2015-2016 SCUBA diving at
three locations in Area de Conservacion La Amistad Caribe, Limén, Costa Rica,
were performed to collect samples of healthy and diseased octocorals, as well as
abiotic (depth, temperature, salinity and pH) and biotic measurements (size of the
colonies and presence of Cyphomma gibbosum). From 252 cultures performed,
fungi were isolated in 127 of them (50.4 %), ten genera of fungi were found from

healthy colonies and three from diseased tissues; been Aspergillus, Penicillium,
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Fusarium and Zygosporium were the more frequent in healthy tissues and
Aspergillus, Penicillium and Zygosporium from diseased colonies. There was no
correlation between octocoral dimensions and abiotic measurements with the
presence of lesions and/or fungal isolates. But a greater fungi diversity and presence
of lesions in octocorals was detected in sites 7 and 9. This is the first study on
identification of fungi in octocorals in Costa Rica, which contributes to the knowledge
of the microbioma in this animals. Longitudinal assays to determinate fungal or
presence of lesions seasonality are necessary in order to evaluate octocoral health

status.

Key words: Aspergillus, Caribbean, Costa Rica, Eunicea, Gorgonia, marine fungi,

Muricea, octocorals, Plexaurella, Pseudopterogorgia

Introduccion

Los corales escleractinios junto con los octocorales aportan gran cantidad de
beneficios al planeta, como fijar carbono, evitar la erosién de las costas al ser
rompeolas naturales contra el fuerte oleaje, ser sitios de refugio, anidacién y de
alimentacion de casi una cuarta parte de las especies marinas en el mundo (Cesar
et al., 2003), ademas de ser sitios para el turismo (Alvarado et al., 2006; AIDA,

2012).

Las poblaciones de estos invertebrados a nivel mundial estan siendo
constantemente amenazadas por fendémenos ambientales y acciones
antropogénicas directas, como la contaminacion, la escorrentia, la sobreexplotaciéon

pesquera y turistica o acciones indirectas como el cambio climético (Cortés y Ledn,
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2002; Cesar et al., 2003; Fabry et al., 2008; Burge et al., 2014; Mumby et al., 2014).
Debido a esto han sido sujetos de diversos estudios ecoldgicos y en afios recientes
se ha iniciado la investigacibn de agentes infecciosos que podrian afectar el

equilibrio de estos seres vivos (Sutherland et al., 2004).

Una revision de literatura realizada por Sutherland et al. (2004) y que aun continta
vigente (Burge et al., 2014), indica que se han descrito 18 enfermedades en los
corales, de las cuales solamente en cinco han sido demostrados los agentes
etiologicos mediante los postulados de Koch. Cuatro de estas son causadas por
bacterias, a saber: la Plaga Blanca causada por Aurantimonas coralicida, “White
Pox” por Serratia marcescens, blanqueamiento por Vibrio shiloi y Vibrio corallilyticus
y la Aspergilosis Marina causada por el hongo Aspergillus sydowii. Estos agentes
se han encontrado causando enfermedad de forma oportunista luego de eventos de
elevada temperatura marina, sedimentacién, contaminacion y baja calidad de agua

(Rosenberg & Ben-Haim, 2002; Sutherland et al., 2004; Harvell et al., 2007).

Varios autores coinciden en la necesidad de investigar enfermedades en corales
mediante un diagndostico integrado, donde ademas de describir las caracteristicas
macroscopicas de las lesiones y las especies afectadas, se conozca la microbiota y
su interaccion con el hospedador, se investigue, ademas, sobre factores biéticos y
abidticos que puedan alterar el equilibrio del animal con estos microorganismos, se
determinen fuentes de infeccidn, vectores y reservorios y posteriormente se
implementen las herramientas para la deteccion de enfermedades (Harvell et al.,

2004; Work et al., 2008; Pollock et al., 2011).
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Con respecto a la investigacion de hongos marinos, generalmente ha sido enfocada
en aquellos que se encuentran en los sedimentos del fondo del marino (Samuel &
Prabakaran, 2011; Zhang et al., 2013; Bubnova et al., 2014), pero recientemente
han tomado relevancia desde que la aspergilosis marina causara la muerte de
poblaciones de octocorales en el Caribe (Nagelkerken et al., 1997). Se han descrito
dos sindromes y dos enfermedades asociados con la presencia de hongos en los
corales duros y suaves: anormalidades en el esqueleto, sindrome flngico-
protozoario, la enfermedad de la banda negra y aspergilosis. Sin embargo, los
Labyrintulomycetes (algas que antes fueron consideradas hongos) también han sido
descritos como patdgenos oportunistas marinos, que causan lesiones en los
abanicos de mar (Burge et al., 2012).

Los estudios de hongos realizados en octocorales se han centrado en aquellos que
pueden asociarse a colonias de gorgonias, tanto sanas como enfermas (Koh et al.,
2000; Toledo-Hernandez et al., 2008; Smith, 2013), por ser el principal grupo
afectado por la aspergilosis marina. Sin embargo, se han reportado lesiones
compatibles con esta enfermedad en especimenes de la familia Plexauridae,
sugiriendo un aumento en el rango de susceptibilidad de individuos a esta micosis
(Smith & Weil, 2004).

Con respecto a eventos de mortalidades masivas en octocorales en Costa Rica,
Guzman y Cortés (1984), reportaron una reduccién de hasta el 90 % en las
poblaciones de Gorgonia flabellum en toda la costa Caribe. Estos investigadores
descartaron que los cambios de temperatura, salinidad, sedimentacion,
contaminacion y oleajes hayan sido la causa pues eran factores comunes con otras

poblaciones que no fueron afectadas. También cuestionaron que la mortalidad
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hubiera sido inducida por depredadores y erosién del sustrato porque los cambios
gue estos factores pueden provocar son de menor escala. Por ultimo, llegaron a la
conclusién de que el causante del suceso debi6 haber sido un agente infeccioso, ya
gue se expandié rapidamente por la poblacion y tuvo preferencia soélo por esta
especie de octocorales. Sin embargo, se sigue careciendo de investigaciones sobre
enfermedades y agentes infecciosos en estos invertebrados, particularmente si hay
presencia de hongos o enfermedades causadas por estos.

Esta investigacion tuvo como objetivo investigar los hongos presentes en tejido de
colonias de octocorales sanos y enfermos, hacer mediciones abidticas del entorno
(temperatura, pH, salinidad y profundidad) y bidticas (Cyphomma gibbosum vy
dimensiones de las colonias) para estudiar posibles relaciones entre los

aislamientos y la presencia o no de lesiones.

Metodologia

Area de estudio, estrategia de muestreo y recoleccion de las muestras

Se realiz6 un estudio descriptivo, observacional y transversal durante El Nifio 2015-
2016, en los meses de menor y mayor precipitacién (en agosto, setiembre y octubre
de 2015 y mayo 2016), en el que se tomaron muestras mediante buceo SCUBA en
11 sitios de tres localidades del Area de Conservacion La Amistad Caribe, Limon,

Costa Rica (Figura 1.1).

45



w'w s'w “w a'w
1

50 0 50 100 150 200 km

Figura 1.1. Mapa de Costa Rica con los puntos geograficos del Area de
Conservacion La Amistad Caribe (Lim6n) donde se tomaron las muestras de los
octocorales, estudiados durante El Nifio 2015-2016.

Los sitios fueron seleccionados con base en la informacién suministrada por una
empresa de turismo y un pescador de la zona, a quienes se les mostraron imagenes
de octocorales e indicaron los lugares donde recordaban haber visto colonias
similares. En las zonas donde se localizaron los especimenes, se registraron las
coordenadas geograficas mediante un sistema de posicionamiento global (GPS) y
los datos de profundidad, temperatura mediante un monitor de buceo, pH y salinidad
con sondas multiparamétricas YSI 550 y Oakton 600 series. A la vez, se anotaron

las medidas de cada octocoral en los extremos de mayor longitud (largo por ancho)

y se tomaron fotografias. Se consideraron como lesiones las anormalidades en el
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esqueleto, protuberancias, discontinuidades o cambios de color. Estos hallazgos se
registraron y se describieron siguiendo la guia de Work & Aeby (2006) y Raymundo
et al. (2008).

Los octocorales fueron identificados en el Centro de Investigacion del Mar y
Limnologia (CIMAR) de la Universidad de Costa Rica, siguiendo las claves de
campo recomendadas por Sanchez & Wirshing (2005) y por la morfologia de las

escleritas.

Las muestras de tejido se recolectaron segun las recomendaciones de Toledo-
Hernandez et al. (2007). Por lo tanto, se cortd con tijeras cuatro porciones de 1 cm
X 1cm (dos de la zona apical de la colonia y dos de la zona media) y se colocaron
por separado en bolsas Ziploc® numeradas. En la superficie, las muestras fueron
identificadas con un cddigo compuesto por la inicial del género del octocoral, una
“A” si era apical, una “M" si correspondia a una muestra de la zona media, ademas
las dos primeras letras del sitio de muestreo y un nimero consecutivo (por ejemplo,
EM-CA-01 para identificar la primera muestra tomada en Cahuita, que correspondio
a una porcién media de un individuo de Eunicea spp.). Las muestras se procesaron

dentro de las siguientes 24 horas.

Cuando las colonias presentaron lesiones, se tomaron dos porciones adicionales

del area con lesion.
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Procesamiento de muestras para estudio micolégico

Aislamiento e identificacion

Los cultivos micoldgicos se realizaron en las siguientes ocho horas posteriores a la
recoleccion. Los analisis micologicos se llevaron a cabo en el Laboratorio de
Micologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional (EMV-
UNA). Se siguio la recomendacion de Toledo-Hernandez et al. (2007), combinando
la técnica de cultivo de porciones pequeias y homogenizacion del tejido, con el fin
de obtener un mayor niumero de aislamientos fungicos. Se realizé un lavado previo
con alcohol de 70 % durante 30 segundos y posteriormente se enjuago por 30
segundos con agua de mar estéril y filtrada (para disminuir el efecto antifingico de
las bacterias residentes de la capa de mucopolisacaridos (Toledo-Hernandez et al.,
2014). Los fragmentos fueron cortados en porciones mas pequefias y cultivados en
Agar Glucosa Levadura Peptonada (GPYA por sus siglas en inglés) para hongos
marinos (3 g de glucosa, 0.3 g de extracto de levadura, 0.3 g de peptona, 20 g de
agar, 1 litro agua marina filtrada). Al GPYA se le adicion6 estreptomicina y penicilina
(0.010 g y 0.100 g por litro de medio de cultivo respectivamente) para inhibir el
crecimiento bacteriano (Caballero-George et al., 2010). Los fragmentos restantes
se homogenizaron por agitacion con 10 ml de agua de mar estéril y filtrada, se
dejaron sedimentar y se tomé una alicuota de 0.5 ml del sedimento para cultivar
mediante goteo. Todos los cultivos se incubaron a 28°C en la oscuridad,
revisdndolos cada 2 dias hasta por un mes después del cual se reportaron negativos
si no hubo crecimiento (Toledo-Hernandez et al., 2007, 2008). También se realizd

un examen microscopico directo del sedimento que quedd posterior a la
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homegenizacion manual de los tejidos, para visualizar hifas o levaduras y otras

estructuras presentes en estos animales.

Se efectud el recuento en término de unidades formadoras de colonias (UFC) de
todos los aislamientos. Las colonias filamentosas aisladas se identificaron con base
en su morfologia macroscopica y microscépica sensu Samson et al. (2010) y De
Hoog et al. (2014). Se realizaron cultivos en lamina en Agar Papa Dextrosa (Oxoid,
New Hampshire) con agua marina filtrada y esterilizada, segun Larone (2011), para
inducir la esporulacion de los hongos filamentosos e identificarlos de acuerdo con

la forma del conidi6foro.

Las levaduras aisladas se describieron morfolégicamente y se cuantificaron las
UFC. Posteriormente, se identificaron empleando el sistema automatizado Vitek® 2
Compact (BioMérieux, Francia). Todos los resultados de laboratorio fueron

registrados en una hoja de Microsoft Excel® para su posterior analisis.

Para descartar posibles fuentes externas de contaminacion, se cultivd agua marina
de cada sitio de muestreo. Estas muestras se incubaron simultaneamente con agar
marino sin exponer y con placas de GYPA que se expusieron al ambiente del
laboratorio por 20 minutos y se mantuvieron en incubacion durante un mes segun

Caballero-George et al. (2010).

Analisis molecular de aislamientos con morfologia compatible con Aspergillus sydowii y

otros aislamientos del género
Los aislamientos de los géneros Aspergillus y Penicillium que presentaron una

morfologia microscépica y/o macroscépica similar a A. sydowii (comparado con la
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cepa de referencia CBS 593.65), asi como otros hongos de estos géneros, fueron
analizados por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y los
productos amplificados fueron enviados a secuenciar. El protocolo fue
estandarizado previamente para las condiciones del laboratorio utilizando la cepa
de referencia. Para ello, los hongos fueron transferidos al medio Papa Dextrosa
liguido (Oxoid, New Hampshire, Inglaterra), hecho con agua marina filtrada y
esterilizada, donde se dejaron crecer durante cinco dias, con el fin de obtener
aislamientos mas puros y mayor cantidad de ADN (Toledo-Hernandez et al., 2008).
Posteriormente, se llevd a cabo la extraccion de ADN utilizando el DNeasy Plant
DNA Extraction Kit® de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Qiagen

Sciences) (Weir-Brush et al., 2004; Toledo-Hernandez et al., 2008).

Se realizé la PCR siguiendo el protocolo establecido por Glas y Donaldson (1995),
utilizando un par de cebadores de B-tubulina universales para el género Aspergillus:
el cebador directo Bt2a (5’ GGTACCAAATCGGTGCTGCTTTC 3’) y el reverso, Bt2b
(5 ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 3'), utilizando 25.0 yl de Dream Taq™
PCR Master Mix 2X (Thermo Scientific, Waltham, USA), 1.0 uM de cada cebador
(directo y reversa), 3.0 ul de ADN y 20 ul de agua ultra purificada. El protocolo de
amplificacion consistid en una desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 minutos,
seguido de 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 55 °C por 45 segundos y 72 °C por
un minuto. Los productos de la PCR se separaron por electroforesis en un gel de
agarosa al 2 % y fueron visualizados con 2 uL de Gel Red. Los productos que
tuvieran un peso molecular entre 550 y 600 pares de bases se enviaron a secuenciar

a Macrogen® Corea. Los resultados fueron comparados con secuencias de la base
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de datos MycoBank, sin embargo, si la informacién de las secuencias mas cercana
no estaba disponible por ser de uso restringido, se compar6 con la informacién
disponible en BLAST. Los porcentajes de similitud = 98 % permitieron la
identificacién de la especie (Toledo-Hernandez, 2008; Caballero-George et al.,

2010).

Analisis de los datos

Se calcul6 la proporcidon de individuos en los que se detectd la presencia de hongos
y si fueron obtenidos de colonias sanas o con lesiones. Ademas, se analizo si la
distribucion de los hongos aislados presentd una tendencia espacial de acuerdo con
los sitios donde fueron tomadas las muestras. Se determino ademas, la desviacion
estandar y error estandar de la suma de las mediciones abidticas de pH y salinidad
de los sitios estudiados y temperatura y profundidad adyacentes a cada octocoral,
para determinar si habia alguna diferencia entre ellos. De igual manera, se
analizaron las diferencias de tamafo de los corales sanos con respecto a los que

presentaron lesiones.

Resultados

Géneros de octocorales y condiciéon de salud de las colonias

Se recolectaron muestras de 55 colonias de octocorales, de las cuales 38 (69.1 %)
no presentaron lesiones visibles, mientras que 17 (30.9 %) si las tuvieron. Los
individuos estudiados fueron 23 Gorgonia spp. (41.8 %), 20 Eunicea spp. (36.3 %),
seis Plexaurella spp. (10.9 %), tres Muricea atlantica (5.4 %) y tres

Pseudopterogorgia acerosa (5.4 %). Estas colonias se encontraron en tres sitios de
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muestreo, a saber: ocho en Cahuita (14.5 %), 27 en Punta Uva (49.1 %) y 20 en

Manzanillo (36.3 %) (Cuadro 1.1).

Cuadro 1.1. Informacion sobre sitios y fechas de recoleccion de las muestras de los
55 octocorales en el Caribe de Costa Rica, estudiados durante El Nifio 2015-2016.

Sitio de Localidad Latitud Longitud Fechade Octocorales

recoleccion muestreo estudiados (n)
1 Cahuita 9°45°0,35” 82°49°15,9"W  27-Ago-2015 G. ventalina (1)
2 Cahuita 9°44°14,5” 82°48°23,1”"W  28-Ago-2015 G. ventalina (4)
3 Cahuita 9°44'31,3” 82°48°15,0°W  28-Ago-2015 G. ventalina (1)
E. succinea (2)
4 Punta Uva 9°39°47,5” 82°42'55,5"W  24-Sept-2015 G. ventalina (1)
5 Punta Uva 9°39°00” 82°42°25,0°W 25-Sept-2015 Pseudopterorgorgia
acerosa (3)
6 Punta Uva 9°38749,7” 82°42°08,0°W  25-Sept-2015 Eunicea sp. (5)
7 Punta Uva 9°38784,9” 82°43'14,9”"W  29-Oct-2015 G. flabellum (2)
E. tournefortii (4)
8 Manzanillo  9°38°20,0”" 82°38°39,0”"W  30-Oct-2015 G. flabellum (6)
G. ventalina (1)
E. tournefortii (2)
E. succinea (4)
9 Punta Uva 9°38737,5” 82°41°18,6”"W  27-May-2016 G. ventalina (3)
Plexaurella sp. cf
fusifera (2)
P. dichotoma (3)
10 Manzanillo 9°38°07,1” 82°39°29,3"W  28-May-2016 G. ventalina (2)
E. flexuosa (2)
M. atlantica (3)
11 Punta Uva 9°38732,2” 82°41°39,5"W  28-May-2016 G. ventalina (2)

E. tournefortii (1)
Plexaurella sp. cf
grisea (1)

De los individuos con lesiones, se encontraron siete Eunicea spp. (41.1 %), nueve

Gorgonia spp. (52.9 %) y una Plexaurella dichotoma (5.8 %).

Aislamientos fangicos

Se realizaron 252 cultivos de muestras de tejidos y sedimentos de lavados de

tejidos, en los cuales se aislé al menos una unidad formadora (UFC) de hongo

filamentoso o levaduriforme en 127 de ellos (50.4 %). Los hongos hialinos que no
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esporularon fueron los mas frecuentemente aislados. Se identificaron diez géneros
de hongos, siendo Aspergillus el mas comuan, seguido por Penicillium, Fusarium y

Zygosporium (Figura 1.2).

8 80
>
=] 70
é 60
> 50
S 40
= 30
3
© 20
% 10 I I .
+ 0 | | - - -— — — —_— —_—
* * . . . * ( " .
R R R S N R
W W N . o R N 0 g
Qo‘\> ®\\\ QOQ) N ¥ 0<® o‘.\\)& '\OQ%\ bé((\ Qoﬂ o“\\) 406 :,on\ o"o(\
Q N\ ©) \} 8 ©) ) (8} \
oF W T & <§>‘°Q Qo\° & & d@& 0(3\\ &
o° o N « A i\ ks o2
N W& \
) ¢ &
X & &
o <

Aislamientos

Figura 1.2. Hongos identificados en octocorales del Caribe de Costa Rica,
estudiados durante El Nifio 2015-2016. * = Estos hongos no esporularon a pesar de
ser sub-cultivados en Agar Marino con Papa Dextrosa. ** = Los perfiles bioquimicos
obtenidos mediante el Vitek 2 Compact ® no fueron concluyentes.

Los perfiles bioguimicos obtenidos para las levaduras no fueron concluyentes y
aungue en uno de los casos el resultado obtenido fue Cryptococcus neoformans
con una probabilidad del 93 % (bionimero 4102144051333771) y se comportd como
C. gattii en el medio Glicina Canavalina Azul de Bromotimol, el género no se
confirmé mediante la prueba de la ureasa que dio negativa.

La proporcion de cultivos positivos fue ligeramente mayor en tejidos enfermos (59.3

%) con respecto a los tejidos sanos (47.3 %), independientemente del género del

octocoral estudiado (Fig. 1.3). Sin embargo, hubo mayor diversidad de hongos en

53



las muestras de zonas sin lesion (n=12) en comparacion con aquellas de zonas con

lesion (n=6) (Fig. 1.4).
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Figura 1.3. Distribucion de los 127 cultivos positivos segun condicion del tejido en
los 55 octocorales del Caribe de Costa Rica, estudiados durante El Nifio 2015-2016.
Sanos= muestras de colonias sin ninguna lesion. Sanos-enfermos= muestras de las
zonas sin lesion de colonias enfermas. Enfermos= muestras de zonas con lesion de
colonias enfermas.
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Figura 1.4. Diversidad de aislamientos fungicos segun condicion del tejido en los
55 octocorales del Caribe de Costa Rica, estudiados durante El Nifio 2015-2016.
Sanos= muestras de colonias sin ninguna lesion. Sanos-enfermos= muestras de las
zonas sin lesion de colonias enfermas. Enfermos= muestras de zonas con lesion de
colonias enfermas.
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En Gorgonia spp. se obtuvieron 58 cultivos positivos (52.7 %), en los cuales se aislo
78 hongos y dentro de los géneros identificados, Aspergillus (11.5 %) fue el mas
frecuente, seguido de Penicillium y Scopulariopsis en igual proporcién (5.1 %). Hubo
un mayor porcentaje de positividad en cultivos de muestras de tejidos enfermos que

en las que provenian de animales sin lesién (Cuadro 1.2).

Cuadro 1.2. Distribucion de los hongos aislados segun condicion del tejido en
Gorgonia spp. del Caribe de Costa Rica, estudiados durante El Nifilo 2015-2016.
Sano = muestras de colonias sin ninguna lesiéon. Sano-enfermo = muestras de las
zonas sin lesion de colonias enfermas. Enfermo= muestras de zonas con lesion de
colonias enfermas.

Género (n=muestras) Gorgonia (n=110)
# cultivos segun condicién del tejido* Sano Sano Enfermo  Enfermo Total % de
(n=56) (n=36) (n=18) aislamiento
Hongo aislado
Acremonium sp. - 1 1 1.3
A. seccion Flavi 1 - - 1
A. seccién Fumigati - - 1 1
A. seccion Nigri - - 2 2 115
Aspergillus spp. 4 - 1 5
Dematiaceo no esporulado 3 2 1 6 7.7
Fusarium spp. 2 1 - 3 3.8
Hialino no esporulado 21 15 7 43 55.1
Levadura - 1 - 1 1.3
Ochroconis sp. - 1 - 1 13
Penicillium spp. 3 - 1 4 51
Pochonia suchlasporia var 1 - - 1 13
catenulata
Scopulariopsis spp. 4 - - 4 51
Trichoderma sp. 1 - - 1 13
Trichosporon sp. - 1 - 1 13
Zygosporium spp. - 2 1 3 3.8
Total de aislamientos 40 24 13 78 -
Total cultivos negativos (%) 26 (46.4) 21 (58.3) 5(27.7) 52 (47.2) -
Total cultivos positivos (%) 30 (53.6) 15 (41.6) 13 (72.3) 58 (52.7) -
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Con respecto a los cultivos realizados a muestras de Eunicea spp. hubo crecimiento

de al menos un hongo en 41 de ellos (44.5 %), con un total de 47 aislamientos,

siendo la mayoria de zonas sanas de animales enfermos y al igual que en las

gorgonias Aspergillus spp. y Penicilium spp. fueron los méas frecuentemente

aislados (Cuadro 1.3).

Cuadro 1.3. Distribucién de los hongos aislados segun condicion del tejido en
Eunicea spp. del Caribe de Costa Rica, estudiados durante El Nifio 2015-2016.
Sano= muestras de colonias sin ninguna lesion. Sano-enfermo= muestras de las
zonas sin lesion de colonias enfermas. Enfermo= muestras de zonas con lesion de

colonias enfermas.

Género (n=muestras) Eunicea (n=92)
# cultivos segun condicidn del tejido* Sano Sano Enfermo Total % de
(n=52) Enfermo (n=12) aislamiento
Hongo aislado (n=28)
A. seccién Circumdati - 1 - 1
A. seccién Flavi 2 - - 2 14.9
Aspergillus spp. - 4 - 4
Dematiaceo no esporulado 3 1 4 8 17
Fusarium spp. 1 - - 1 2.1
Hialino no esporulado 12 9 2 23 48.9
Levadura 1 - - 1 2.1
Penicillium spp. 2 3 - 5 10.6
Trichoderma sp. 1 - - 1 2.1
Trichosporon sp. 1 - - 1 2.1
Total de aislamientos 23 18 6 47 -
Total de cultivos negativos (%) 33 (66.4) 11 (39.3) 7 (58.3) 51 (55.4) -
Total de cultivos positivos (%) 19 (33.6) 17 (60.7) 5(41.7) 41(44.5) -

Se obtuvieron 22 cultivos positivos de las muestras tomadas a Plexaurella spp. (84.6

%) y 29 aislamientos en los que los mas comunes fueron los mismos que en los

casos anteriores (Cuadro 1.4).
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Cuadro 1.4. Distribucién de los hongos aislados segun condicion del tejido en
Plexaurella spp. del Caribe de Costa Rica, estudiados durante El Nifio 2015-2016.
Sano= muestras de colonias sin ninguna lesion. Sano-enfermo= muestras de las
zonas sin lesion de colonias enfermas. Enfermo= muestras de zonas con lesion de
colonias enfermas.

Género (n=muestras) Plexaurella (n=26)
# cultivos segun condicion del Sano Sano Enfermo  Enfermo Total % de
tejido* (n=20) (n=4) (n=2) aislamiento
Hongo aislado

Acremonium sp. - 1 - 1 3.4
Aspergillus seccion Aspergillus 2 - - 2
Aspergillus seccién Flavi - 1 - 1 17.2
Aspergillus seccion Nigri 1 - 1 2
Dematiaceo sin esporular 1 - - 1 3.4
Fusarium sp. 1 - - 1 3.4
Hialino no esporulado 14 2 - 16 55.2
Penicillium spp. 1 1 - 2 6.9
Trichosporon sp. 1 - - 1 3.4
Zygosporium spp. 2 - - 2 6.9
Total de aislamientos 23 5 1 29 -
Total de cultivos negativos (%) 3 (15) - 1 (50) 4 (15.4) -
Total de cultivos positivos (%) 17 (85) 4 (100) 1 (50) 22 (84.6) -

Los cultivos de los tejidos de M. atlantica fueron en los que mas negatividad se
encontrd (91.6 %) y solo un aislamiento, mientras que en P. acerosa siete cultivos

fueron negativos (58.3 %) y crecieron ocho tipos de hongos (Cuadro 1.5).
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Cuadro 1.5. Distribucion de los hongos aislados en Muricea atlantica y
Pseudopterogorgia acerosa del Caribe de Costa Rica, estudiados durante El Nifio
2015-2016.

Género (n=muestras) M. atlantica (n=12) P. acerosa (n=12)
Hongo aislado

Aspergillus seccién Flavi - 1
Dematiaceo no esporulado - 1
Hialino no esporulado 1 3
Penicillium sp. - 1
Trichoderma spp. - 2
Total de aislamientos 1 8
Total de cultivos negativos (%) 11 (91.6) 7 (58.3)
Total de cultivos positivos (%) 1(8.4) 5(41.7)

Hallazgos micoldgicos segun sitio de muestreo

Segun el tipo de hongo aislado por localidad de muestreo, se obtuvieron hongos
hialinos no esporulados en octocorales de todos los sitios visitados (n=11) y
tomando en cuenta los géneros de hongos identificados, los mas frecuentes fueron

Penicillium (n=6) y Aspergillus (n=5) (Cuadro 1.6).
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Cuadro 1.6. Distribucién de los hongos segun los sitios de recoleccion de las
muestras de 55 octocorales del Caribe de Costa Rica, estudiados durante El Nifio

2015-2016.

Hongo aislado Sitio (n=11) Total de sitios donde se aislé el

género de hongo

Acremonium sp. 9 1
Aspergillus seccion Aspergillus 9
Aspergillus seccion Circumdati 7
Aspergillus seccion Flavi 5-7,9 5
Aspergillus seccion Fumigati 8
Aspergillus seccion Nigri 9
Aspergillus spp. 3, 6-8
Dematiaceo no esporulado 1,5-7 4
Fusarium spp. 1,2,3 3
Hialino no esporulado 1-11 11
Levadura 8, 10 2
Ochroconis sp. 9 1
Penicillium spp. 3,5-9 6
Pochonia suchlasporia var catenulata 2 1
Scopulariopsis spp. 2 1
Trichoderma spp. 2,57 3
Trichosporon spp. 9,10 2
Zygosporium spp. 9 1

El sitio 9 fue el que presentdé mayor diversidad con nueve géneros diferentes,

seguido de la localidad 7 con siete taxones de hongos. Los lugares con menor

diversidad de hongos fueron el 4y 11 con uno cada uno (Fig. 1.5).
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Numero de géneros aislados

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Sitio de recoleccion

Figura 1.5. Diversidad de géneros de hongos identificados por sitio de recoleccion
de octocorales del Caribe de Costa Rica, estudiados durante El Nifio 2015-2016.

En los medios de cultivo sin exponer utilizados como controles no hubo crecimiento
de hongos, mientras que en una de las placas que se expuso al ambiente solamente

hubo crecimiento de 2 UFC de hongos fuliginosos que no esporularon.

En los cultivos de agua marina recolectada simultaneamente en los sitios donde se
tomaron las muestras de los corales se aisldé, en su mayoria, hongos hialinos

septados que no esporularon (Cuadro 1.7).
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Cuadro 1.7. Aislamientos de hongos en muestras de agua de mar en los sitios
donde se recolectaron las muestras de los 55 octocorales del Caribe de Costa Rica,
estudiados durante El Nifio 2015-2016.

Sitio

Aislamientos
Negativo

Negativo

Negativo

Fusarium sp. 1 UFC

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

P
PlBoo~NourwNeE

Hongo hialino 1 UFC, Zygosporium sp. 1 UFC
Hongo hialino 2 UFC

~ Hongo hialino 4 UFC

Analisis del sedimento de los lavados del tejido con agua marina esteéril

Los principales hallazgos obtenidos en los 126 examenes microscépicos directos

de los sedimentos de los lavados fueron las diatomeas, seguidas de huevos y

cianobacterias. Se encontraron nematodos, hifas septadas hialinas y algas en

menor proporcion (Cuadro 1.8).
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Cuadro 1.8. Resultados del examen microscépico de 126 sedimentos de lavados
de tejidos de 55 octocorales del Caribe de Costa Rica, segun tipo de muestra,
estudiados durante El Nifio 2015-2016. * = No se observé ninguna estructura en las
muestras de Pseudopterogorgia acerosa (n=6).

Género Eunicea (n=57) Gorgonia (n=55) Muricea Plexaurella Total*
(n=6) (n=13) (n=126)
Hallazgo Sin Con Sin Con Sin Sin Con
lesion  lesion  lesibn  lesién lesion lesion  lesion
(n=40) (n=6) (n=46) (n=9) (n=6) (n=12 (n=1)
Anfipodos 0 0 0 1 0 ()J 0 1
Alga verde 1 0 1 1 1 0 0 4
Alga roja 1 0 0 2 0 0 0 3
Cianobacterias 3 0 2 4 0 0 0 9
Copépodos 2 0 0 0 0 0 0 2
Diatomea 2 0 3 6 3 7 1 22
Foraminiferos 0 1 0 1 1 0 1 4
Hifas septadas 0 0 2 1 0 0 0 3
hialinas
Huevos 7 1 8 1 3 1 1 22
Nematodos 1 0 1 3 0 0 1 6

Identificacion molecular de hongos con morfologia similar a Aspergillus sydowii

Mediante la comparacion de las caracteristicas macro y microscopicas de las

colonias aisladas, se identificaron siete aislamientos con la morfologia similar a A.

sydowii, pero en el andlisis molecular se corrobor6 que se trataban de otras

especies. Otros seis aislamientos del

identificados por medios moleculares (Cuadro 1.9).
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Cuadro 1.9. Identificacion molecular de aislamientos de los géneros Aspergillus y
Penicillum en muestras de octocorales del Caribe de Costa Rica, estudiados
durante El Nifio 2015-2016. * = Secuencias comparadas en BLAST con el GenBank.

Identificacion Fuente (tipo de Sitio Secuencia mas cercana en %Similitud /
tejido) Mycobank o BLAST* Alineamiento
Aislamientos similares a A. sydowii
Seccion
Versicolores
A. protuberus E. tournefortii 7 JN853963.1* 99/99
(sano)
G. ventalina 2 JN853963.1* 08/88
(sano)
A. versicolor P. dichotoma 9 CBS 583.65 99.7/99.1
(sano-enfermo)
Penicillium
P. citrinum G. ventalina 9 LT559012.1* 100/100
(enfermo)
P. copticola G. flabellum 7 JN606805.1* 99/94
(sano)
P. paxilli P. dichotoma 9 CBS 360.48 100/98.8
(sano-enfermo)
P. steckii E. succinea 8 CBS 560.55 100/96.1
(sano)
Otros aislamientos del género Aspergillus
Seccion Nigri
A. aculeatinus Plexaurella sp. 9 HE984407.1* 99/99
c.f. fusifera
(sano)
Seccion
Fumigati
A. fumigatus G. flabellum 8 CRNMA15.469 99/96.6
(lesién)
Seccion Flavi
A. nomius E. tournefortii 7 CBS 260.88 99.5/98.3
(sano)
Seccion
Circumdati
Aspergillus sp. G. ventalina 9 EF661344.1* 99/97
(sano-enfermo)
A. westerdijkiae  E. tournefortii 7 KP329877.1* 99/98
(sano-enfermo)
Seccion
Aspergillus
A. ruber P. dichotoma 9 HE578087.2* 100/99
(sano)
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Mediciones abidticas

Las temperaturas en las locaciones 5, 7 y 11 fueron las mayores, mientras que en
el sitio 4 fue la menor con respecto a la moda de las temperaturas de otras zonas y

este dltimo sitio fue el mas profundo de todos (Cuadro 1.10).

Cuadro 1.10. Mediciones abioticas adyacentes a octocorales del Caribe de Costa
Rica, estudiados durante El Nifio 2015-2016. * = Diferencias significativas segun las
desviaciones estandar para cada medicion. Nota: la salinidad y pH se omitieron de
los resultados porque las mediciones no fueron consecuentes con las condiciones
esperadas para el Caribe.

Sitio de recoleccién Temperatura (°C) Profundidad (m) Ambito
Moda por sitio (Promedio)
1 29 4.25
2 29 2.4-3 (2.7)
3 29 2.4-4.2 (3.3)
4 28.3* 14.2*
5 30* 3.9-5.2 (4.5)
6 29 3.9-4.9 (4.5)
7 30* 3.3-4.9 (4.2)
8 29 1.5-3.9 (3.0)
9 29 0.3-2.6 (1.1)
10 29 2.3-4.2 (3.7)
11 29y 31* 3.3-5.8 (4.7)
Promedio 29.3 3.3
Desviacion Estandar 0.55 2.02
Error Estandar 0.07 0.27

Mediciones del tamarfio de la colonia

No se encontraron diferencias significativas entre las dimensiones de las colonias,

con respecto a la presencia o ausencia de lesiones (Fig. 1.6).
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Figura 1.6. Comparacion de las dimensiones de los octocorales con lesion y sin
lesién del Caribe de Costa Rica, estudiados durante El Nifio 2015-2016.

Discusién

En esta investigacion los hongos identificados en colonias sanas y enfermas fueron
en su mayoria marinos facultativos de la division Ascomycota, o que concuerda con
lo reportado por Koh et al. (2000) y Toledo-Hernandez et al. (2007) en octocorales.
Asi mismo, este estudio describe por primera vez la micobiota presente en colonias
de los géneros Eunicea, Plexaurella, Muricea y Pseudopterogorgia, en los cuales
no hay reportes de biodeteccion y representa el primer reporte de A. nomius, A.
protuberus, A. ruber, A. westerdijkiae, Ochroconis sp., P. copticola, Pochonia

suchlasporia var catenulata y Zygosporium spp. en octocorales sanos y enfermos.

Se encontré una mayor diversidad de hongos en colonias sanas con respecto a las
colonias con lesiones, al igual que en las investigaciones llevadas a cabo con
especimenes sanos y enfermos de corales escleractineos Acropora formosa

(Yarden et al., 2007), octocorales (Koh et al., 2000) y abanicos de mar (G. ventalina)
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(Toledo-Hernandez et al., 2008). Toledo-Hernandez et al. (2008) atribuyeron estas
diferencias a tres posibles razones: a) en las colonias enfermas hay una dominancia
de hongos patégenos sobre otros hongos, b) hay una mayor susceptibilidad del
hospedero a esos patégenos debido a cambios en el ambiente y ¢) a una respuesta
generalizada del tejido frente a una infeccion local que reduce la presencia de
hongos comensales y saprofitos (Toledo-Hernandez et al., 2008). A estas hipotesis
se puede agregar los cambios demostrados en las comunidades microbianas del
ecosistema o de estos animales consecuencia de factores biéticos y abiéticos como
los fendmenos de El Nifio (Harvell et al., 2007; Ainsworth & Gates, 2016; Glasl et

al., 2016).

En este estudio no se observo diferencias en las dimensiones de las colonias de
Gorgonia spp. sanas con respecto a las que tenian lesiones, contrario con lo
descrito por Nagelkerken et al. (1997). Ellos encontraron que las colonias de mayor
tamafio (entre 91 a 110 cm de altura) fueron las que presentaron mas lesiones
durante el brote de aspergilosis en varias islas del Caribe. La explicacion que ellos
consideraron fue que los individuos mas grandes son también los mas viejos y por
ello mas susceptibles a la infeccidén. Sobre este tema, Ellner et al. (2007) en su
modelo de interaccion del coral con el patégeno A. sydowii, expusieron que el tejido
mas viejo tenia una respuesta inmune mas deébil por lo que el patégeno podria
invadir mas rapidamente. En las colonias de octocorales del Caribe costarricense
estudiadas, estas diferencias no se observaron probablemente porque la

aspergilosis no fue detectada.
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Con respecto a las mediciones abidticas, se observé que el sitio 4, en el cual no se
encontré animales con lesiones, fue donde se registré la menor temperatura y mayor
profundidad. Sin embargo, no se puede afirmar que hay menor presencia de
lesiones a menor temperatura y mayor profundidad (en contra posicién a lo expuesto
por Nagelkerken et al. 1997), pues el nUmero de muestras es insuficiente ya que
solo se encontré una colonia en ese sitio. La temperatura tampoco fue un factor
influyente en la deteccion de hongos y/o presencia de lesiones, ya que los sitios
mas diversos (9 y 7) presentaron temperaturas similares a los demés, no obstante,
al ser este un estudio transversal no se tomoé en cuenta las variaciones diarias y
estacionales que suelen darse pero tampoco hay estudios que hayan considerado
estas variables, por lo que es necesario tomarlo en cuenta para futuras

investigaciones.

Entre los hongos identificados en colonias sanas y enfermas destacan Ochroconis
sp. y Fusarium spp., dos reconocidos patdgenos de crustaceos y peces comerciales
(Hatai, 2012). No obstante, Fusarium spp., aun cuando ha sido aislado en muestras
de corales (Koh et al., 2000; Yarden et al., 2007; Toledo-Hernandez et al., 2008),
sedimento, y agua de mar (Samuel & Prabakaran, 2011; Bubnova et al., 2014), es
recientemente considerado un patdégeno oportunista de la vida marina, al haber sido
reportado causando enfermedad en tiburones martillo (Crow et al., 1995) y en
tortugas marinas adultas (Cabaries et al., 1997). Mas recientemente se ha asociado
a mortalidades masivas de huevos de tortuga marina Caretta caretta (Sarmiento-
Ramirez et al., 2010) debido a la necesidad del hongo por absorber el calcio

necesario para el desarrollo del embrion (Phillot et al., 2006). Considerando que el
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calcio es un componente muy importante de la estructura de los octocorales (Bayer
y Macintyre, 2001), debe considerarse a Fusarium sp. como una posible amenaza,
ya que podria causar lesiones en presencia de factores que favorezcan su

desarrollo.

Otro hallazgo notable es Zygosporium spp., un hongo de habitat terrestre, asociado
a plantas de la familia Pandanaceae (Whitton et al., 2003). A pesar que se
desconoce si es metabolicamente activo en ambientes oceanicos, ha sido
recuperado a partir de cianobacterias marinas (Oh et al., 2006) y de manglares
(Sarma, 2012), pero segun la literatura consultada, no existen registros en
octocorales. En esta investigacion tuvo una distribucion espacial y temporal,
encontrandose en las muestras del sitio 9 que en promedio tuvo una menor
profundidad y durante mayo, un mes de alta precipitacién en el Caribe (Anexos 1,
2). Una posible explicacion de esta distribucion puede darse por el aumento en la
cantidad de sedimentos en la columna de agua consecuencia de las lluvias
(Wernberg et al., 2011). No obstante, debe comprobarse si puede ser aislado en

otra época del afio y en otros sitios en un estudio longitudinal.

La identificacion molecular de hongos similares morfolégicamente con A. sydowii
permitié una correcta clasificacién y diferenciacién de las especies, entre ellos A.
protuberus y A. versicolor pertenecientes a la seccion Versicolores, misma en la
que se ubica A. sydowii (Jurjevic et al., 2012) y P. citrinum, un hongo que se ha
aislado en mayor cantidad de octocorales con lesion (Koh et al., 2000; Toledo-

Hernandez et al., 2008).
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Por otro lado, la identificacion por métodos bioquimicos de las levaduras marinas
aisladas en los octocorales del Caribe de Costa Rica, no fueron suficientes para
determinar el género y la especie. Esto probablemente debido a que existen cinco
familias del orden Saccharomycetales asociadas en su mayoria con ambientes
marinos que no se encuentran en las bases de datos con los que se comparan los
algoritmos en los sistemas automatizados (Fell, 2012). El uso de PCR y posterior
secuenciacion de los productos, dilucidaria el caso cuyo perfil fue compatible con
C. neoformans y tuvo un resultado igual al que da C. gattii en el medio Glicina
Canavalina Azul de Bromotimol, que al tener un resultado negativo en la prueba de
la ureasa, se descart6 el género Cryptococcus ya que al ser un basidiomicete solo

se aceptaria un resultado positivo en esta prueba (Larone, 2011).

Las cianobacterias, diatomeas, huevos, nematodos, copépodos y foraminiferos en
octocorales han sido asociados mediante histologia al forrajeo, como componentes
del plancton y como un hallazgo normal (Burge et al., 2012; Gomes et al., 2012). En
este estudio, se comprob6 su presencia mediante el examen microscopico directo
del sedimento de lavado del tejido, por lo que su rol patogénico no se esclarecio,
sobre todo considerando que las cianobacterias y las diatomeas han sido
identificadas previamente en diferentes tipos de sustrato en el Caribe costarricense
(Bernecker, 2009; Mufioz-Simén, 2012) y que los nematodos estdn ampliamente

distribuidos en el mar (Vanreusel et al., 2010).

Sobre el posible origen de los hongos identificados, se considera que la mayoria
pueden ser aloautdctonos endoliticos del tejido del octocoral, de las algas y/o de las

cianobacterias, porque sélo fueron encontrados en las muestras de tejidos o lavados
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del sedimento. No obstante, la procedencia de los hongos hialinos no esporulados,
Fusarium spp. y Zygosporium spp. pudo haber sido del agua marina al ser aislados
también alli. Es poco probable que los aislamientos de ascomicetes, como
Penicillium spp. y Aspergillus spp., hayan provenido de una contaminacion
ambiental durante el procesamiento de la muestra, ya que no hubo crecimiento de
estos hongos en las placas del medio de cultivo GPYA expuestas al ambiente, en
las cuales s6lo crecieron hongos negros que no esporularon y en reportes anteriores
de octocorales han sido los géneros aislados con mayor frecuencia (Koh et al., 2000;

Toledo-Hernandez et al., 2008).

Esta investigacion demuestra la presencia de hongos filamentosos y levaduriformes
en los octocorales estudiados, que difieren en diversidad segun el estado de salud
de estos invertebrados y las condiciones de temperatura y profundidad de los sitios
donde se encuentran. Las condiciones mencionadas podrian tener variaciones
segun los escenarios de mayor 0 menor precipitacion, que arrastrarian sedimentos
y provocarian situaciones de enriquecimiento nutricional, propiciando cambios en
las comunidades microbianas. Por lo tanto, es necesario realizar estudios
longitudinales para investigar el papel que estan desempefiando estos hongos en
los octocorales, ya sea como simbiontes, comensales o patdgenos. Estos estudios
deberan incluir herramientas microbiolégicas, histopatolégicas y moleculares, asi
como considerar otras mediciones abiodticas que representen factores de riesgo

para la conservacion de estos animales esenciales para el ecosistema.
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DESCRIPCION MACROSCOPICA E HISTOPATOLOGICA DE LESIONES EN
OCTOCORALES DEL CARIBE DE COSTA RICA, DURANTE EL NINO 2015-2016

Resumen: En los ultimos 40 afos, la investigacion de enfermedades en octocorales
se ha enfocado en la identificacion de lesiones durante exploraciones de campo y
deteccion de microorganismos mediante cultivos, dejando de lado los andlisis
histopatolégicos, por lo que son escasos los informes que describan los hallazgos
a nivel tisular. Los objetivos de este estudio fueron: identificar y describir lesiones
en octocorales y realizar estudio micolégico e histopatologico para evidenciar
compromiso fungico. Durante El Nifio 2015-2016 se estudiaron tres localidades del
Area de Conservacion La Amistad Caribe, Limon, Costa Rica. Se recolectaron
muestras de 55 octocorales, de los cuales 17 tenian al menos una alteracion en su
estructura (30.9 %), nueve Gorgonia spp. (52.9 %), siete Eunicea spp. (41.1 %), y
una Plexaurella dichotoma (5.9 %). De los 11 sitios estudiados, en siete se
detectaron colonias con lesiones, en dos se hallé la mayor proporcién de colonias
enfermas y en tres, los octocorales estaban sanos. Se observo lesiones
independientemente de la regién anatomica del octocoral, con una distribucion tipo
focal en Eunicea spp. y sin un patrén especifico en Gorgonia spp. Los cambios en
la coloracion del tejido fueron el hallazgo mas frecuente, detectandose en ocho
Gorgonia spp. (88.8 %), en cuatro Eunicea spp. (57.1 %) y en el Unico ejemplar de
P. dichotoma con lesion. Mediante histopatologia, se pudo demostrar que las
lesiones tenian un compromiso fungico con una respuesta celular asociada en dos
Gorgonia spp. (11.7 %), y en cuatro especimenes de Eunicea spp. (23.5 %) se

evidencio una reaccion de acumulacion de escleritos y zonas de necrosis de causa
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desconocida. Adicionalmente, se hallaron diatomeas, cianobacterias y nematodos
pero no se asociaron con las lesiones. Los estudios histopatolégicos son
indispensables para analizar los cambios que suceden en un tejido para evaluar el

estado de salud de los octocorales.

Palabras clave: Caribe, Costa Rica, Eunicea, Gorgonia, histopatologia, hongos

marinos, octocorales, Plexaurella.

Abstract: In the last 40 years, octocoral disease research has focus on lesion
identification in the field and microorganisms detection by culture, with very few
histopathologic analysis resulting in a shortage of reports that describe tissue
damage. The aim of this study was to describe and identify lesions in octocorals,
performing mycological and histopathological assays in order to verify fungal
compromise. During the 2015-2016 El Nifio three locations of La Amistad Caribe
Conservation Area, Limon, Costa Rica, were studied. Tissue samples from Fifty five
octocorals colonies were taken, 17 of them presented lesions (30.9 %), nine
Gorgonia spp. (52.9 %), seven Eunicea spp. (41.1 %) and one Plexaurella
dichotoma (5.9 %). Of the 11 sites visited, diseased octocoral were seen in seven,
the majority of diseases colonies were detected in two and in three sites all the
colonies were healthy. Lesions were present indistinctly of anatomic region of the
colony collected with a focal distribution in Eunicea spp. and no specific pattern in
Gorgonia spp. Changes in tissue coloration were the more frequent finding,
observed in eigth Gorgonia spp. (88.8%), four Eunicea spp. (57.1 %) and in the only
P. dichotoma colony with lesions. By histopathology, reaction to fungal hyphae was

found in two sea fan tissue (11.7 %), and in four Eunicea spp. (23.5 %) had a sclerite
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reaction with necrosis from an indeterminate cause. Diatoms, cyanobacteria and
nematodes were found, but not associated with injuries. Histopathological studies
are indispensable for the analysis of the tissue changes in order to evaluate the

health status of octocorals.

Key words: Caribbean, Costa Rica, Eunicea, Gorgonia, histopathology, marine

fungi, octocorals, Plexaurella.

Introduccion

Los octocorales, junto con los corales escleractinios, son piezas clave de los
ecosistemas marinos al contribuir con la fijaciobn de carbono, proveer refugio,
anidacién y alimentacion a especies marinas (Cesar et al., 2003; Work & Meteyer,
2014), y ser fuente de ingresos econdmicos para el turismo (Alvarado et al., 2006;
AIDA, 2012). Ademas, debido a su particularidad biolégica de estar adheridos a un
sustrato, son buenos bioindicadores de los ecosistemas acuaticos con respecto a la
presencia de contaminacién, ya que algunas especies se disminuyen en
condiciones de baja calidad de agua y otras ejercen dominancia en ambientes

contaminados (Hernandez-Mufioz et al., 2008; Cooper et al., 2009).

Mundialmente se encuentran amenazados por acciones antropogénicas,
fendmenos ambientales y enfermedades (Sutherland et al., 2004; Mumby et al.,
2014), factores que en conjunto, han ocasionado altas mortalidades tanto de
octocorales como en corales escleractinios (Nagelkerken et al., 1997; Harvell et al.,

1999; Burge et al., 2014).
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Se han descrito dos sindromes y tres enfermedades en octocorales (Sutherland et
al., 2004; Burge et al., 2013), cuatro de los cuales han sido asociados de alguna
manera con sobre crecimiento de hongos (anormalidades del esqueleto, sindrome
fungico-protozoario, enfermedad de la banda negra y aspergilosis) y uno con
invasion de algas (sobre crecimiento de Labyrintulomycetes). Pero solamente en la
aspergilosis se ha logrado demostrar, por los postulados de Koch, que el agente

causal es Aspergillus sydowii (Sutherland et al., 2004).

Un estudio retrospectivo realizado por Work y Meteyer (2014), sobre la investigacion
de enfermedades en corales durante los ultimos 50 afos, revelé que de 492
publicaciones disponibles, la mayoria ha sido enfocada a la identificacién de signos
de enfermedad durante exploraciones de campo y deteccion de agentes infecciosos
mediante cultivos. Sin embargo, en muy pocas ocasiones se realizaron
experimentos in situ para reproducir la enfermedad o bien un andlisis histopatoldgico
que permitiera estudiar los cambios a nivel celular y analizar la eventual
participacién del microorganismo en los cambios tisulares. Los autores exhortaron
a que los futuros esfuerzos en este campo sean focalizados tanto en la descripcion
macroscopica de las lesiones, como en su evolucién y en el estudio de factores
ambientales asociados a la presencia de estas lesiones. Ademas destacaron la
importancia de realizar cultivos para el aislamiento del agente causal, incluir
estudios histopatologicos y reproducir los signos de la enfermedad en individuos

sanos a partir del contacto con tejido enfermo.

En Costa Rica, no hay informacion sobre la presencia de enfermedades en

octocorales y los reportes disponibles en corales escleractinios corresponden a la

74



observacién macroscopica de lesiones durante exploraciones de campo (Alvarado-
Barrientos, 2006) o evaluaciones del habitat (Fonseca, 2003), pero no se ha

realizado estudios histopatoldgicos.

La presente investigacion se llevé a cabo en forma simultanea con una biodeteccion
de hongos en octocorales sanos y enfermos en el Caribe de Costa Rica. Tuvo como
objetivo describir las lesiones macroscépicas en estos cnidarios, asi como realizar
analisis histopatoldgicos para evidenciar si habia o0 no compromiso tisular por

hongos y compararlo con los resultados de cultivos micolégicos.

Metodologia

Area de estudio, estrategia de muestreo y recoleccion de las muestras

Se realizo un estudio descriptivo, observacional y transversal durante El Nifio 2015-
2016 (en agosto, setiembre y octubre de 2015 y mayo 2016), donde se tomaron
muestras mediante buceo SCUBA en 11 sitios de tres localidades del Area de

Conservacion La Amistad Caribe, Limon, Costa Rica (Cuadro 2.1).

75



Cuadro 2.1. Informacion sobre sitios y fechas de recoleccion de las muestras de los
55 octocorales del Caribe de Costa Rica, estudiados durante El Nifio 2015-2016.

Sitio de Localidad Latitud Longitud Fechade Octocorales

recoleccion muestreo estudiados (n)
1 Cahuita 9°45°0,35”'N 82°49°15,9”"W  27-Ago-2015 G. ventalina (1)
2 Cahuita 9°44’14,5°N 82°48°23,1"W  28-Ago-2015 G. ventalina (4)
3 Cahuita 9°44'31,3°N  82°48°15,0°W  28-Ago-2015 G. ventalina (1)
E. succinea (2)
4 Punta Uva 9°39°47,5°N 82°42°'55,5"W  24-Sept-2015 G. ventalina (1)
5 Punta Uva 9°39°00"'N 82°42°25,0°W 25-Sept-2015 Pseudopterorgorgia
acerosa (3)
6 Punta Uva 9°38749,7'N 82°42°08,0°W  25-Sept-2015 Eunicea sp. (5)
7 Punta Uva 9°3884,9”N 82°43'14,9”"W  29-Oct-2015 G. flabellum (2)
E. tournefortii (4)
8 Manzanillo 9°38720,0”N 82°38°39,0°W  30-Oct-2015 G. flabellum (6)
G. ventalina (1)
E. tournefortii (2)
E. succinea (4)
9 Punta Uva 9°38°37,5'N 82°41°18,6"W  27-May-2016 G. ventalina (3)
Plexaurella sp. cf
fusifera (2)
P. dichotoma (3)
10 Manzanillo 9°38°07,1”°N 82°39°29,3"W  28-May-2016 G. ventalina (2)
E. flexuosa (2)
M. atlantica (3)
11 Punta Uva 9°38°32,2"'N 82°41°39,5°W  28-May-2016 G. ventalina (2)

E. tournefortii (1)
Plexaurella sp. cf
grisea (1)

Los sitios fueron seleccionados con base en la informacion suministrada por una

empresa de turismo y un pescador de la zona, a quienes se les mostraron imagenes

de octocorales y quienes indicaron los lugares donde recordaban haber visto

colonias similares. En las zonas donde se localizaron los especimenes, se

registraron las coordenadas geograficas mediante un sistema de posicionamiento

global (GPS). A cada colonia se le tom¢ fotografias y posteriormente se identificaron

en el Centro de Investigacion en Ciencias del Mar y Limnologia de la Universidad

de Costa Rica (CIMAR-UCR), siguiendo las claves de campo sugeridas por

Sanchez & Wirshing (2005).
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Se consider6 como lesién cualquier anormalidad en el esqueleto, protuberancias,
discontinuidades o cambios de color. La seleccion de las colonias enfermas fue al
azar segun se fueran encontrando mediante SCUBA y las lesiones fueron descritas
y contabilizadas siguiendo la nomenclatura de Work y Aeby (2006) y de Raymundo
et al. (2008). Para recolectar las muestras de los especimenes, se cortaron dos
porciones de aproximadamente 1 cm x 1 cm (una de la zona sin lesion y otra del
area afectada). Las muestras de tejido fueron tomadas con tijera y se transportaron
hasta el bote en bolsas Ziploc® con agua de mar. Posteriormente se fijaron con
formalina en dilucién 1 parte de formalina y 9 partes de agua marina filtrada (Petes

et al., 2003; Burge et al., 2012).

Procesamiento de muestras para estudio histopatolégico

Las muestras fueron procesadas y analizadas en el Servicio de Patologia de la
Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional (EMV-UNA), donde se
les realizé una descalcificaciéon con EDTA al 10 % ajustado a pH 7 con hidréxido de
sodio (NaOH). La solucion fue preparada siguiendo el procedimiento utilizado en el
Laboratorio de Histologia de George Manson University (Estados Unidos): se
prepard una solucién de dos litros de agua destilada con 200 g de EDTA, se dej6
en agitacion durante 45 minutos y se agregaron 18 g de NaOH, la porcién de tejido
se dejo entrar en contacto con la solucién durante 24 horas, posteriormente se
lavaron los tejidos con agua del grifo durante 30 minutos (E.C. Peters, comunicacion
personal, 2014). Los tejidos fueron preparados mediante el sistema automatizado
Leica TP 1020, donde se mantuvo en formalina 45 minutos, etanol al 50 % durante

30 minutos, etanol al 70 % una hora, etanol al 80 % 1 hora, etanol al 90 % 45
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minutos, dos ciclos en 2-propanol 100 % de 1 hora cada uno, dos ciclos de xilol de
2 horas cada uno y finalmente tres ciclos de parafina de hora y media cada uno.
Posteriormente se realizaron los cortes y fueron colocados en portaobjetos y tefiidos
con Hematoxilina y Eosina. Para verificar si existia invasion de hongos en las zonas
con lesién se realizaron tinciones de Grocott y/o Acido Peryodico de Shiff y para
visibilizar las areas con melanina se realiz6 tincion de Fontana Masson (Gallowey

et al., 2006; Burge et al., 2012).

Procesamiento de muestras para estudio micolégico

Se realizaron cultivos micolégicos de las zonas con lesién siguiendo las
recomendaciones de Toledo-Hernandez et al. (2007) y adicionando estreptomicina
y penicilina (0.010 g y 0.100 g por litro de medio de cultivo respectivamente) para
inhibir el crecimiento bacteriano (Caballero-George et al., 2010). Todos los cultivos
se incubaron a 28°C en la oscuridad, revisandolos cada dos dias hasta que hubo
crecimiento; se reportaron negativos después de un mes (Toledo-Hernandez et al.,

2007, 2008).

Las colonias se identificaron por su morfologia macroscépica y microscopica segun
Samson et al. (2010) y De Hoog et al. (2014). Se realizaron cultivos en lamina en
Agar Papa Dextrosa (Oxoid, New Hampshire) con agua marina filtrada y
esterilizada, segun Larone (2011), para inducir la esporulacion e identificarlos de

acuerdo con la forma del conidiéforo.
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Analisis de datos
Se calculd la proporcién de individuos con lesiones en los que se detectd la
presencia de hongos en los tejidos, asi como un analisis para verificar si hubo una

distribucion espacial de la presencia colonias con lesiones.

Resultados

De las 55 colonias que se incluyeron, 17 presentaron lesiones (30.9 %),
representadas por tres géneros: nueve Gorgonia (52.9 %), siete Eunicea (41.1 %) y
una Plexaurella dichotoma (5.9 %); se encontraron de una a siete lesiones por
individuo. En general, los abanicos fueron los mas afectados, siendo G. ventalina la
especie con mayor proporcion de colonias con lesion sobre el total de individuos

estudiados de la misma especie (Cuadro 2.2).

Cuadro 2.2. Distribucion segun sitio de recoleccion, género y especie de las 17
colonias de octocorales con lesion, estudiadas durante El Nifio 2015-2016.

Sitios de Taxon Colonias con Colonias con Colonias con
recoleccion lesion / total de lesion / total de  lesion / total de
colonias del colonias del colonias
taxén (%) género (%) enfermas (%)
1,9-11 Gorgonia 6/15 (40)
ventalina 9/23 (39.1) 9/17 (52.9)
8 Gorgonia 3/8 (37.5)
flabellum
9 Plexaurella 1/3 (33.3) 1/6 (16.6) 1/17 (5.9)
dichotoma
6 Eunicea spp. 3/5 (60)
3,8 Eunicea 2/6 (33.3) 7/20 (35) 7/17 (41.1)
succinea
7 Eunicea 2/7 (28.5)
tournefortii
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Segun la distribucién por localidad de muestreo, los sitios 6, 8 y 9 fueron en los que
se encontré un mayor nimero de colonias con lesién, en el primero sélo se encontrd
Eunicea spp. con lesion y en los siguientes la mayoria fueron Gorgonia spp. con
alguna alteracion en el tejido. En los sitios 2, 4 y 5 se encontraron Unicamente

animales sanos (Fig. 2.1).

3
2 I |
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Sitio 1 Sitio 3 Sitio 6 Sitio 7 Sitio 8 Sitio 9 Sitio 10 Sitio 11

Sitios

Numero de colonias
[N

B Gorgonia Eunicea M Plexaurella

Figura 2.1. Distribucion segun sitio de recoleccion de las 17 colonias de octocorales
con lesién en el Caribe de Costa Rica, estudiadas durante El Nifio 2015-2016.

En todos los especimenes de Eunicea spp. se presentaron lesiones de distribucion

focal, mientras que en Gorgonia spp. no hubo un patron que sobresaliera (Fig. 2.2).

Focal

Difusa
Coalescente

Multifocal

Patrén de la lesion

0 1 2 3 4 5 6 7

Numero de colonias

B Plexaurella Gorgonia M Eunicea

Figura 2.2. Patrones de las lesiones observadas en 17 colonias de octocorales del
Caribe de Costa Rica, estudiadas durante El Nifio 2015-2016.
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Las lesiones se presentaron independientemente de la region anatémica (periférica,

apical, central o medial) de los octocorales estudiados (Fig. 2.3).

10

Periférica Apical Central Medial

Numero de colonias
o N ESY (o)} (o]

Distribucién de la lesion

B Eunicea Gorgonia

Figura 2.3. Distribucién anatomica de las lesiones en las 17 colonias de octocorales
del Caribe de Costa Rica, estudiadas durante El Nifio 2015-2016. Nota: en la colonia
de P. dichotoma se encontré una lesion a nivel medial.

Dentro de las alteraciones macroscopicas observadas, el cambio en la coloracion
de los tejidos fue lo mas evidente, encontrandose un color purpura en ocho de nueve
Gorgonia spp. (88.8 %) con lesion y una pigmentacion negra con cumulo de
escleritos en cuatro de siete Eunicea spp. enfermas (57.1 %). El parasitismo por

algas y crustaceos también fue un hallazgo frecuente (Fig. 2.4).
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Figura 2.4. Alteraciones macroscopicas en las 17 colonias de octocorales enfermas,
del Caribe de Costa Rica, estudiadas durante El Nifio 2015-2016. Nota: la lesion en
P. dichotoma fue de color negro

Se encontré el alga roddfita Polysiphonia sp. en E. tournefortii (1 de 4, 25 %) del
sitio 7, Amphiroa sp. y Ceramium sp. en E. succinea (1 de 4, 25 %) del sitio 8. A la
vez, algas de los géneros Codium y Padina, fueron detectadas en G. flabellum (2

de 6,33.3% y 1 de 6, 16.6 % respectivamente) del sitio 8.

Se observoé un cumulo de escleritos en Eunicea spp. (3 de 6, 50 %) del sitio 6 y en
E. succinea (1 de 4, 25 %) del sitio 8 y presencia de crustaceos en G. ventalina (1
de 1, 100 %), Eunicea spp. (1 de 6, 16.6 %) y G. flabellum (1 de 6, 16.6 %) de los
sitios 1, 6 y 8 respectivamente. Adicionalmente, en el sitio 9, se observo un

espécimen de C. gibbosum alimentandose de G. ventalina (1 de 3, 33.3 %).
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Hallazgos histopatolégicos

En el examen histopatologico se detectdé cambios en el color del esqueleto axial de
las gorgonias de rosa intenso a amarillo pardo, exposicion de los loculi o fibras del
axis tanto en Eunicea spp. como en Gorgonia spp. e hipermelanizacién cerca de eje
axial principalmente en los abanicos. Asi mismo, se evidencié una reaccion
eosinofilica cerca de las algas, cianobacterias e hifas principalmente en los

abanicos. Polipos y gbnadas fueron vistos en ambos tipos de colonias (Fig. 2.5).
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Figura 2.5. Hallazgos histopatoldgicos en las lesiones de 17 octocorales del Caribe
de Costa Rica, estudiados durante El Nifio 2015-2016. E.A.= esqueleto axial. Nota:
1) En la histopatologia de P. dichotoma se observaron cianobacterias y bacilos
Gram negativos. 2) Los polipos en las zonas con lesion estaban necroticos
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Se observd micelio septado dematiaceo en el esqueleto axial de una G. ventalina
del sitio 11 (Fig 2.6) e hifas septadas hialinas con bifurcacién dicotomica en la
gastrodermis de otro ejemplar de G. ventalina del sitio 9 (Fig. 2.7). En ambos

individuos se encontraron también, algas parsitas, hipermelanizacion y reaccion

eosinofilica rodeando las estructuras antes descritas.

Figura 2.6. Corte histopatologico de Gorgonia ventalina con presencia de hifas
fuliginosas septadas en el axis. Notese a la izquierda la presencia de pdlipos
necréticos (P), exposicion de loculi (L), hipermelanizacion (fechas), presencia de
algas (6valo) e hifas pigmentadas septadas (recuadro) en el esqueleto axial (EA).
Hematoxilina & Eosina 4x y 60x.
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Figura 2.7. Corte histopatolégico de una Gorgonia ventalina con hifas en la
gastrodermis. Hifas septadas hialinas (flechas), cianobacterias (C) y algas (A),
rodeadas de una hipermelanizacion (HM) y reaccion eosinofilica (RE). Hematoxilina
& Eosina, 60x.

En las histopatologias de Eunicea spp. y E. succinea que presentaron
macroscopicamente el cimulo de escleritos no se evidencio hipermelanizacion o
reaccion eosinofilica a nivel microscépico. Pero al hacer la tincion de Fontana
Masson se observo presencia de granulos con melanina en algunas de las células

de la zona con lesién (Fig. 2.8).
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Figura. 2.8. Eunicea succinea con cumulo de escleritos y zona de necrosis
desprovista de polipos. A. Se observa la zona de necrosis desprovista de pélipos
(circulo) y el cumulo de escleritos (flecha). B. Histopatologia de un polipo con
granulos de melanina en su interior (6valo). Fontana Masson 20x.

Aislamientos fungicos en las colonias con lesiones

Se realizaron 32 cultivos de las zonas con lesion de los 17 octocorales con
alteraciones, de los cuales se obtuvo al menos un aislamiento fangico en 19 de ellos
(59.37 %). La mayoria de los hongos aislados fueron hialinos sin esporular, seguido

de dematiaceos sin esporular y Aspergillus seccion Nigri (Fig. 2.9).
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Figura 2.9. Resultados de los 32 cultivos de muestras de zonas con lesiones de
octocorales del Caribe de Costa Rica, estudiados durante El Nifio 2015-2016.

Un hongo dematiaceo se aislé en el cultivo del tejido de la gorgonia donde se
observo las hifas septadas pigmentadas, mientras que Penicillium citrinum crecio

en el cultivo del abanico donde se detectd las hifas septadas hialinas.

Discusioén

Este es el primer estudio realizado en octocorales dirigido a la descripcién de
lesiones tomando en cuenta sistemas de nomenclatura macroscopicos (Work &
Aeby, 2006; Raymundo et al., 2008) y microscépicos (Gallowey et al., 2006)
mediante histopatologia para observar los cambios en el tejido. Considerando el
concepto de enfermedad argumentado por Raymundo et al. (2008), en el cual

afirman que “es la ausencia de salud manifestada por la presencia de una lesion o
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alteracion morfolégica” y por lo tanto “la lesién es el signo tipico de un coral
enfermo”, la presente investigacion evidencié que tres de cada diez octocorales de

las zonas estudiadas tenian comprometido su estado de salud.

Las areas purpuras observadas en el 88.8 % de las colonias de G. ventalinay G.
flabellum con lesion corresponden a una reaccion tisular ante la agresion de un
agente biodtico, llamese patdgeno, depredador o parasito, como lo describe Alker et
al. (2004). Estos autores realizaron experimentos en campo y de laboratorio donde
demostraron que el aumento en la concentracion de escleritos purpuras alrededor
de las lesiones, formando agallas o tumores por el cimulo de gorgonina, fue
inducido por el contacto con el coral cuerno de alce (Millepora cervicornis), tejido
enfermo por aspergilosis, el caracol raspador C. gibbosum y el sobre crecimiento de
macroalgas, pero no por articulos punzocortantes. Ademas, expusieron que si el
estimulo producido por el roce constante de alguno de estos agentes bibticos, se
mantiene por tiempo prolongado, podria inducir una reaccién similar a una
hipersensibilidad, ya que este cambio estructural en las zonas afectadas se mantuvo
hasta por siete meses posterior al retiro del estresor. Lo anterior explicaria por qué
este color se observa en diferentes tonalidades, un color mas claro indicaria que el
animal estuvo expuesto al agente biético (lesiones crénicas) y un color intenso que

la exposicidén aun se esta dando o fue reciente (lesiones agudas).

Los tumores ocasionados por algas o “algal tumors”, fueron reportados por
Nagelkerken et al. (1997) en el 44.1 % de los abanicos muestreados en Curacao.
Estas lesiones fueron encontradas tanto en colonias consideradas sanas como en

las enfermas por aspergilosis, cifra ligeramente menor al 55.5 % encontrado en las
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gorgonias de esta investigacién. Una posible explicacion para el sobre crecimiento
de algas y algunos hongos en los tejidos, puede ser un aumento en la concentraciéon
de fosforo y nitrégeno por un enriquecimiento nutricional consecuencia del depdsito
de sedimentos de agricultura, aguas residuales y abundante precipitacion (Harvell
et al., 2007; Raymundo et al., 2008; Rivest et al., 2010; Wernberg et al., 2011;
Bartley et al., 2014) traidos por los rios que desembocan en las zonas del estudio
(Cortés et al., 2010). El aumento de nutrientes en el entorno marino incrementa el
nitrégeno disponible, el mismo que es aprovechado por hongos como A. sydowii
para causar infeccion (Bruno et al., 2003; Rivest et al., 2010). Adicionalmente,
algunas especies de algas del género Codium son consideradas invasoras y han
sido asociadas con aumentos en los niveles de nitratos y nitritos en el agua. Cuando
estas algas parasitan invertebrados marinos como las ostras y los crustaceos, se
ha visto que perjudican al hospedador al limitar el crecimiento, movimiento y al
aumentar la susceptibilidad hacia los depredadores, presuntamente por el gasto
energético que estos animales realizan al tratar de limitar el sobre crecimiento de
estos organismos (Trowbridge, 1998). Padina sp., al ser un alga ampliamente
distribuida en la zona estudiada (Fernandez y Alvarado, 2004), se entiende que esta
parasitando de manera oportunista las gorgonias muestreadas. Debe investigarse
si esta alga tiene una preferencia por el sustrato de estos octocorales o bien que su
crecimiento se deba también a la posible disponibilidad de fuentes de nitrégeno,

elemento con el cudl se asocia positivamente su desarrollo (Vasuki et al., 2001).

Se evidencié acumulacion de escleritos en Eunicea spp. y E. succinea, pero no se

pudo determinar su causa. Este género de octocoral esta reaccionando a algun
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estresor puesto que las zonas afectadas presentaron un color negro, el cual ha sido
asociado con necrosis en corales escleractinios (Raymundo et al., 2008). Ademas,
los polipos de las zonas afectadas estaban necrotizados y se detecté la presencia
de granulos de melanina en los amebocitos de las zonas con lesion, visualizados
mediante la tincion de Fontana Masson, lo que indica una reaccién a un agente

bidtico similar a la que sucede en gorgonias (Alker et al., 2004; Burge et al., 2012).

La presencia de cianobacterias, diatomeas y nematodos, en la histopatologia de
octocorales, ha sido descrita asociada al forrajeo y al plancton (Gomes et al., 2012)
y como un hallazgo normal (Burge et al., 2012). En esta investigacion, se asume
gue la presencia de estos organismos no es sinénimo de invasién, debido a que no
hubo cambios tisulares asociados, como los observados en el caso de las algas.
Los nematodos estan presentes en una gran diversidad de sustratos y habitats en
el mar (incluyendo los octocorales), sin importar profundidad o presencia de oxigeno
(Vanreusel et al.,, 2010). Las cianobacterias y diatomeas han sido identificadas
previamente en diferentes tipos de sustratos en el Caribe costarricense (Bernecker,
2009; Mufoz-Simén, 2012). No obstante, es importante mencionar que las
cianobacterias han sido consistentemente observadas en muestras de individuos
enfermos con Banda Negra (Richardson, 2004). En esta investigacion fueron
observadas en zonas de lesion color negro en los individuos del género Eunicea,

por lo que no puede descartarse que estén asociadas de forma oportunista.

Los otros aislamientos de esta investigacion no pueden asociarse con las lesiones
a pesar de provenir de los tejidos enfermos ya que no se observaron hifas en el

tejido, con excepcién de dos casos en los que se pudo demostrar por medio de
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histopatologia el compromiso tisular de los hongos. El primer caso fue un hongo
dematiaceo observado en el tejido enfermo de una G. ventalina donde también se
aislé un hongo fuliginoso en el cultivo y la segunda fue el caso de otro ejemplar de
G. ventalina, donde en el tejido se observaron hifas septadas hialinas y creci6 P.
citrinum en el cultivo. En ambos casos, se observd la adaptacién parasitaria
esperada para esos hongos (Mok et al., 1997; Larone, 2011) y una respuesta celular
asociada. El aislamiento de P. citrinum es notable, ya que en la investigaciones de
Koh et al. (2000) y Toledo-Hernandez et al. (2008), fue aislado en mayor cantidad
en octocorales enfermos. Estos hallazgos son muy importantes, ya que demuestran
gue otros hongos diferentes a A. sydowii pueden causar enfermedad, pero su rol
primario o secundario debe demostrarse mediante los postulados de Koch tomando
en cuenta condiciones ambientales similares a las de los sitios 9 y 11 donde se

encontraron estos abanicos.

Esta investigacion aporta conocimiento sobre el estado de salud de octocorales del
Caribe costarricense, detectando no solo a nivel macroscépico, sino también a nivel
tisular la presencia de lesiones y los posibles agentes causales mediante la
visualizacion de los cambios ocasionados en el tejido. Adicionalmente, reporta la
aglutinacion de escleritos en colonias del género Eunicea como una reaccion a un
estresor no determinado y pone en evidencia la presencia de granulos de melanina
en las células de estos individuos. La pérdida de pdlipos funcionales identificados
en los tejidos con lesidn, representa un serio desafio para la sobrevivencia de los
octocorales estudiados, ya que dependiendo del area afectada, se disminuye la tasa

de alimentacion y reproduccién. Es necesario incorporar andlisis histopatolégicos
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en la investigacion del estado de salud de los octocorales para detectar cambios en
el tejido, evaluar el estado reproductivo, visualizar agentes infecciosos y su
compromiso en el desarrollo de lesiones que pueden amenazar la conservacion de

estos invertebrados.

Conclusion general

Este es el primer estudio realizado en octocorales en el pais, donde se utilizd
herramientas de laboratorio microbiologico e histopatologia para la identificacion de
hongos y su posible compromiso en el tejido, que servira como linea de base para
la implementacion de estas técnicas en el diagndstico y vigilancia de enfermedades

y posibles agentes infecciosos en corales.

Se demostro la presencia de hongos filamentosos y levaduriformes probablemente
aloautoctonos endoliticos de los tejidos sanos y enfermos de los octocorales
estudiados, los cuales en su mayoria fueron ascomicetes marinos facultativos, entre
los que destacan Aspergillus versicolor y A. protuberus, hongos de la misma seccién
de A. sydowii, asi como ocho hongos que se reportan por primera vez en estos
invertebrados. Se desconoce si los hongos aislados estan causando patologia por
si solos, pues en las colonias con lesiones donde se encontraron hifas en el tejido
también habia algas y su presencia generd una reaccion por parte de hospedero

gue indica una infeccion mixta.

Aunque no se comprob6 la presencia de aspergilosis, los sitios visitados

representan territorios nosogénicos para la presentacion de la enfermedad durante
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fendmenos de El Nifio, debido a que fue encontrado el vector C. gibbosum, las
temperaturas marinas tuvieron registros superiores a los 28 °C y las precipitaciones
constantes traen consigo gran cantidad de sedimentacion que pueden inducir a un
enriguecimiento nutricional y abundancia en nitrégeno apto para el crecimiento del
hongo. No se puede descartar que esta enfermedad no esté afectando a estos
animales en nuestro pais o que otros hongos puedan tener un rol en la patologia
debido al importante hallazgo de P. citrinum en una gorgonia en la que su

adaptacion parasitaria fue observada en la histopatologia.

El aislamiento de hongos y presencia de lesiones se presentd independientemente
de las condiciones de temperatura, profundidad y dimensiones de los octocorales.
Sin embargo, se encontré una tendencia espacial de presencia de lesiones y
diversidad en los aislamientos fangicos en algunos de los sitios estudiados, por lo
gue es necesario realizar muestreos sucesivos e indagar otras variables como la
sedimentacion, tipo de sustrato o contaminantes ambientales que puedan
predisponer al parasitismo de algas o sobre crecimiento de hongos, para determinar

factores ambientales o bibticos que pueden estar propiciando esta situacion.

Se demostr6 que aunque el parasitismo por algas predomina en los tejidos
enfermos, otros hongos filamentosos hialinos y dematiaceos pueden estar
involucrados en las patologias. En estos casos la respuesta tisular indica que el
octocoral reacciona para controlar la infeccién, por lo que es necesario monitorizar
estos individuos para observar si los animales pudieron controlar la invasion, las
lesiones se han extendido o hay mas animales afectados. Es indispensable incluir

la histopatologia en estudios integrales de las enfermedades de octocorales para
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conocer mejor las causas y efectos de los agentes bibticos. Estudios multi e
interdisciplinarios permitiran dilucidar nuevos agentes etiolégicos, factores
intrinsecos y extrinsecos a los corales en la busqueda de amenazas para estos

cnidarios y su ecosistema.

Recomendaciones

Al Ministerio de Ciencia y Tecnologia y Consejo Nacional para Investigaciones
Cientificas y Tecnoldgicas de Costa Rica: incluir a la Medicina de la Conservacion,
Salud Ecosistémica y Recurso Marino dentro de las éareas prioritarias de
investigacion, esto con el fin de conocer las amenazas a la flora y fauna de nuestro
pais, estar acorde con la percepcion de un pais ecoldgico y contribuir para alcanzar

la meta de la carbono neutralidad para el 2021.

A la comunidad cientifica costarricense: realizar estudios de estimacion poblacional
y diversidad, comportamiento y reproduccion de los octocorales del Caribe y ampliar
la investigacion a otros posibles agentes infecciosos o toxicolégicos que podrian

comprometer el estado de salud de estos animales y su ecosistema.

Al Gobierno de Costa Rica: implementar leyes para el tratamiento de aguas
residuales a nivel nacional, para disminuir el impacto que estas tienen sobre la vida
silvestre y Salud Publica. Reforzar los recursos econémicos y humanos en las Areas
de Conservacion y en la Comision Nacional para la Gestion de la Biodiversidad con

la finalidad de asegurar la conservacion y proteccién de la vida silvestre.
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A la Escuelas de Medicina Veterinaria, Biologia, Microbiologia, Farmacia, Medicina
y Quimica de las Universidades: coordinar proyectos de investigacion
multidisciplinarios para el estudio integral de factores bidticos y abidticos, agentes
infecciosos y toxicos, que pueden estar afectando la fauna considerando no solo las

gue impliquen un efecto sobre la Salud Publica.
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Anexos

Anexo 1. Promedios mensuales de datos climaticos periodo 2005-2015, estacion
Puerto Vargas. Fuente Instituto Meteorolégico Nacional.

INSTITUTO METEOROLOGICO NACIONAL
DEFARTAMENTO DE INFORMACION

o PROAIEDIOS MENSUALES DE DATOS CLIMATICOS
{estaciones mecinicas)

ESTACION: 85 6 PUERTOVARGAS, LIMON Latitod: 09 “43 'N Longitud: 82 “ 48 'O Altited 3 msom
Blementos Parindos Ene. | Feb. [ Mar. | Abr. [ May. | Jun. | Jul. | Ago. | Set. | Oct | Mow. Dic.J Prom_ | Total
LLIVTA 1084 2015 JEIN] IEEA I0d 4] 77| soog ZedE AT1E 2060 1618 1314 2E1H 3026 zg5.2 34222

TEM.MAX, 19497 1887 29.1 281

TEM.MIM. 1997 1887 233 233

TEM.MED. 1897 1887 2823 262

VIENTC DR, PREDOMINANTE
Promedie dias con lluvia »= 0.1 mm. 10 13 13 13 13 20 21 12 15 17 21 20 2234 (Tetal

Lluvia en milimetres: lmm - 1 litro de agua por m!. Radiacidn Scolar global en Megajulios (MJ/m?)

Temperatura en Grados Celsius (7C). Evaporacilém en mm. Vientc en km/h. Humedad Relativa en Porcentaje (%).
VIENTD DIR PREDCM :1 1 Horte, 2 Horeste , 3 Este, 4 Sureste, § Sur, & Surceste, 7 Oeste, % Moreate, % Variable
Erille Solar en horas y décimas de horas.

114



Anexo 2. Promedios mensuales de datos climaticos periodo 2005-2015, estacion
Manzanillo. Fuente Instituto Meteorolégico Nacional.

INSTITUTO METEOROLOGICO NACIONAL
DEPARTAMENTO DE INFORMACION

PROMEDIOS MENSUALES DE DATOS CLIMATICOS
(estaciones automticas)

ESTACION: 8§ 13 MANZANILLO Latitnd: 09 °37 'N Longitud: 82 % 39’0 Aldmd. 30 msam
Elementas Periodos Ene. | Feb. | Mar. | Abr. | May. | Jun. | Jul. | Ago. | Set. | Oct. | Nov. | Dic. From. | Total |
LLUVIA 2005 2015 2274 2179 212 17rg 2884 1985 3434 2056 1359 1209 2734 321.1] 226.0 2?12-2|
TEM.MAX. 2005 | 2015 202 209 20d 31d =17 =317 z08] miol sia] w4 zed zed sos
TEM MIN. 2005 | 2015 213 213 217 227 =233 23§ =232 =zaa| 23a| 23| 228 217 225
TEM MED. 2005 | 2015 253 258 260 270 27H 27§ 208 =zra| 272 272 258 253 265
HUMEDAD 2005 | 2015 BEE 8523 841 844 &5y &58 &7 &850 651 855 E73 EB73 859
VIENTO VEL. 2005 | 2015 20 24 19 18 17 13 18 18 18 148 2§ =23 1.9
FRADIACION 2005 | 2015 B7| 108 124 124 1ad 133 121 13 153 115 9§ 54§ 11.9
VIENTO DIR. PREDOMINANTE 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Promedio dias con lluvia == 0.1 mm. 19 10 17 15 ] 18 24 20 7 18 21 21 Total

Lluvia en milimetros: lmm = 1 litro de agua por m?. Radiacidén Seolar glcobal en Megajulios{MJ/m?}

Temperatura en Gradoe Celsiue (*C). Evaporacidn en mm. Vientoc en km/h. Humedad Relativa en Porcentaje (%).
VIENTO DIR PREDOM : 1 Norte, 2 Noreate , 3 Este, 4 Sureste, 5 Sur, & Surceate, 7 Oeste, 8 Noreste, 9 Variable
Brillc Solar en horas y décimas de horas. Presidn hPa.
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