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Resumen

Las mortalidades masivas del erizo Diadema antillarum en el Caribe como las ocurridos
desde hace algunas décadas, han generado una gran preocupacion por su impacto en los
ecosistemas arrecifales. Este estudio utiliza la histologia para caracterizar las probables
causas de eventos de mortalidad masiva en esta especie clave, a través de la descripcion de
las alteraciones anatémicas experimentadas por organismos afectados en el Caribe
Mexicano. Para ello, se recolectaron 27 individuos de D. antillarum en junio de 2022, cuatro
meses después de los primeros registros de erizos enfermos, en diferentes localidades,
incluyendo Xahuayxol, Xcalak, Mahahual y Cozumel. La recolecta incluy6 12 erizos sanos
de los sitios control (Xahuayxol, Xcalak y Mahahual) y 15 erizos de los sitios con reporte de
enfermedad (Xahuayxol y Cozumel): 12 aparentemente sanos y tres en las etapas iniciales de
la enfermedad. Las muestras fueron procesadas histolégicamente y analizadas bajo el
microscopio para caracterizar comparativamente individuos sanos y enfermos, y para
identificar dafio tisular asociados a potenciales agentes patégenos. Ademas, se hicieron frotis
de heces en busqueda de parasitos. Se encontré que 74% de los individuos presentaron algin
tipo de anormalidad en sus tejidos. El 59% (n = 81 frotis analizados) de los individuos
presentaron ciliados en sus heces. Histologicamente se comprobo la presencia de ciliados,
necrosis del tejido, pigmentos cafés que suelen indicar procesos de dafio celular, inflamacién,
asi como colonias bacterianas y aglomeracion de celomocitos en tejidos reproductivos,
digestivos y tejido ambulacral-interambulacral, con mayor frecuencia en este ltimo. Dado
que, los signos de enfermedad en los erizos infectados pueden avanzar rapidamente, y la
muerte puede ocurrir pocos dias después de que aparecen los sintomas. Lo que sugiere un
impacto directo en la capacidad de recuperacion de las poblaciones. La interpretacion de
estos resultados permitird una mejor comprension del papel de las enfermedades en la
dinamica poblacional de D. antillarum y aportard informacion crucial para el disefio de

estrategias de conservacion.
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1. Introduccion

Diadema antillarum es un erizo de mar negro de espinas largas, grande y llamativo; de aguas
poco profundas del Atlantico occidental tropical, entre las Bermudas y Brasil. Pertenece al
filo Echinodermata, que comprende, entre otros, la clase Echinoidea (Equinoideos) donde se
encuentran los erizos de mar, junto con los erizos de corazén (Spatangoida) y doélares de mar
(Hyman, 1956). La clase Echinoidea estd dividida en dos subclases, Cidaroidea y
Euechinoidea, esta ultima comprende a los erizos regulares e irregulares y estd compuesta
por catorce drdenes, entre los que se destaca, el orden de erizos regulares Diadematoida, al
que pertenece D. antillarum (Pérez, et. al., 2014). Los erizos de mar regulares son esféricos
y simétricos, con un caparazon duro y cubiertos de espinas largas que les proporcionan
proteccién. Se alimentan de algas y otros organismos marinos usando una estructura llamada
Linterna de Aristdteles y se encuentran en arrecifes y fondos marinos (Hyman, 1956). Se
alimentan de particulas organicas y microorganismos utilizando pedicelos. Ambos grupos
son importantes en sus ecosistemas, pero presentan adaptaciones distintas a sus habitats
(Cavey, y Markel, 1994). D. antillarum habita en comunidades de arrecifes de coral, aunque
puede encontrarse en entornos rocosos, raices de manglares, pozas de marea, praderas
marinas y fondos arenosos (Randall et al., 1964).

Diadema antillarum es un erizo nocturno muy activo que tiene una alta reactividad y
sensibilidad a los cambios de luz y a las perturbaciones del agua, dada su sensibilidad a la
luz, permanece en zonas méas oscuras, como las grietas del arrecife, durante el dia, y emerge
por la noche para alimentarse (Muthiga, y McClanahan, 2013). Ecologicamente es
fundamental dentro de los arrecifes, pues es un consumidor clave de las algas bentonicas que
compiten con los corales por el espacio en estos ecosistemas (Banister y Campbell, 1985;
Bodmer et al. 2015; Cabanillas-Teran et al., 2019).

Debido a sus hébitos de herbivoria, durante la noche, dedican la mayor parte de su
tiempo a la remocion de la superficie dura del arrecife, mientras se mueven a través de las
estructuras coralinas buscando alimentarse de algas (Muthiga, y McClanahan, 2013). D.
antillarum también es un carnivoro facultativo que puede ingerir tejidos de coral y otros
invertebrados sésiles de arrecife y macroalgas (Bak y van Eys, 1975; Grzimek, 1972; Bak et
al.,, 1984; Hendler, et al., 1995 Williams, 2022), por lo que afectan a la diversidad y

abundancia de las comunidades bentonicas en arrecifes poco profundos (Sammarco, 1980).



La importancia de D. antillarum en el control de la proliferacion de algas se hizo
notoria con el evento de mortalidad masiva de 1983-1984 y posteriormente, con un evento
similar ocurrido durante 2022 (Hylkema et al., 2023). La ausencia de este erizo en los
arrecifes coralinos trae consigo cambios en las relaciones de competencia por espacio y
alimento entre corales y algas bénticas, lo que reduce la colonizacién de los corales por falta
de reclutas (Edmund y Carpenter, 2001; Arnold et al., 2010). Dado que la causa del evento
de mortalidad de los ochentas nunca fue determinada, y que no existen ejemplares, ni
muestras de tejido en colecciones (Hewson et al., 2023), resulta relevante tratar de identificar
los factores que afectaron a este erizo en el Atlantico occidental y el Caribe durante el Gltimo
evento, y en caso de que algun agente patdgeno sea el causante de estos niveles de mortalidad
tan altos, tratar de identificarlo. Sin embargo, no es una tarea facil, por lo que un buen punto
de partida consiste en examinar los factores que intervienen en la enfermedad, incluyendo
sus principales caracteristicas y los efectos que produce en D. antillarum.

Relacionado con lo anterior, la histologia es una herramienta crucial para el estudio
de enfermedades animales, proporcionando informacion sobre la patobiologia y los cambios
en los tejidos en condiciones tanto espontaneas como inducidas (Schofield et al., 2016; Slaoui
y Fiette, 2011). Este proceso implica el muestreo, fijacion, inclusién, corte y tincién de
tejidos, siendo la tincion con hematoxilina y eosina (H-E) la mas utilizada (Slaoui y Fiette,
2011). Los metodos histoldgicos son utiles en el diagnostico de enfermedades en animales
acuaticos, permitiendo clasificar parasitos y evaluar sus efectos en los tejidos del huésped
(Purivirojkul, 2012). El examen histopatolégico es valioso para detectar y diferenciar
enfermedades parasitarias, confirmando a menudo su presencia y ayudando a determinar la
causa principal (Sottysiak et al., 2014)

Respecto a su distribucion, D. antillarum se encuentra en aguas poco profundas
prefiriendo areas mas superficiales (alredor de los 5m), complejas y productivas del arrecife
en comparacién con las intermedias y profundas (Tuohy et al., 2020) del Atlantico occidental
desde Florida, el Golfo de México hasta la Peninsula de Yucatan, y las Indias Occidentales,
a lo largo de la costa norte de Sudamérica hasta Surinam. También estd presente en el
Atlantico oriental y se encuentra en Madeira, Bermudas, el Golfo de Guinea, las Azores y las
islas Canarias, Cabo Verde y Annabon (Ogden y Carpenter, 1987; Hendler, et al., 1995;
Hernandez et al., 2008).



Desde los eventos de mortalidad de 1983, las densidades poblacionales de D.
antillarum se han recuperado moderadamente, y actualmente comprenden aproximadamente
el 12% de las que habia antes de la mortandad (Lessios et al., 2016). Esta recuperacién no ha
sido homogénea en el area de su distribucion, por lo que varia significativamente entre
diferentes regiones del Caribe y el Atlantico (Hernandez et al., 2008; Tuohy et al., 2020).
Mientras que algunas &reas como Puerto Rico, Cayos de Florida y México muestran signos
de recuperacion parcial, otras como Curacao, St. Eustatius, y Saba continGan enfrentando
desafios significativos debido a la baja densidad de adultos reproductores y la falta de
complejidad del habitat (Hylkema et al., 2022). La implementacion de estrategias de
restauracion, como la creacion de refugios artificiales y la propagacion ex situ, puede ser
crucial para facilitar la recuperacion de esta especie clave y, en consecuencia, la salud de los
arrecifes de coral (Delgado et al., 2021; Pilnick et al., 2021).

La sobrepesca de peces herbivoros durante el ultimo siglo ha alterado la estructura de
los grupos funcionales de herbivoros en muchos arrecifes; en respuesta, la herbivoria ha
pasado de estar dominada por peces a estar dominada por equinoideos. Esta es la razén por
la que D. antillarum era el herbivoro mas abundante en los arrecifes de coral del Caribe antes
de 1983, afio en el que se suscitd el primer evento de mortalidad masiva (Jackson et al., 2001;
Pandolfi et al., 2003; Bellwood et al. 2004). La ausencia de D. antillarum, un herbivoro
clave, y su presion de pastoreo (alimentacion a base de algas marinas) en muchos sistemas
arrecifales donde los corales eran los principales ingenieros bioldgicos, ha conducido a la
dominancia de macroalgas en muchas de estas comunidades arrecifales (Hughes, 1994;
Edmunds y Carpenter 2001; Bielmyer et al., 2005).

Las enfermedades en el medio marino han sido ampliamente estudiadas en arrecifes
coralinos, principalmente en especies de coral afectadas por numerosas patologias (Lesser et
al., 2007). El abordaje inicial en los estudios de enfermedades es crucial para su manejo y
resolucion. La histologia permite examinar detalladamente las estructuras celulares y
tisulares, proporcionando informacion esencial sobre el estado de salud de los organismos y
la presencia de alteraciones internas que no son evidentes externamente (Pichat et al., 2018).
Los analisis histologicos en animales son fundamentales para evaluar la salud, diagnosticar
enfermedades, y detectar anomalias a nivel celular (Floyd et al., 2020). También juegan un

papel crucial en estudios ecoldgicos, permitiendo entender el impacto de factores ambientales
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en la salud de las especies y guiando esfuerzos de conservacion (Medina-Vogel, 2010).
Ademas, estos analisis ayudan a estudiar el crecimiento y desarrollo de los animales, asi
como a evaluar los efectos de sustancias quimicas o farmacos en los tejidos, lo que es esencial
para determinar su seguridad tanto para humanos como para el medio ambiente (Kabu et al.,
2015).

Por lo anterior, como un punto de partida comparativo entre individuos sanos y
afectados, esta tesis utiliza la histologia ya que estas técnicas ofrecen una oportunidad para
describir tejidos a detalle, y de esta manera se pueden denotar anomalias en dichos tejidos,
para tratar de entender las causas que provocaron la mortandad de erizos de mar en la zona
del Caribe mexicano en 2022. Para ello, se realizara una descripcion de individuos sanos en
comparacion con individuos enfermos y sus alteraciones, a través de un analisis
histopatoldgico.

11



2. Justificacién

El estudio de los erizos de mar, particularmente Diadema antillarum, es fundamental debido
a su papel crucial en los ecosistemas de arrecifes de coral. Estos erizos desempefian un rol
ecologico importante al controlar el crecimiento de algas, permitiendo que los corales
mantengan un espacio competitivo y contribuyendo asi al equilibrio y sostenibilidad de los
arrecifes. La reciente disminucion drastica de sus poblaciones, debido a brotes de
enfermedades y otros factores ambientales, ha provocado un desequilibrio ecolégico en
varias regiones del Caribe, resultando en un incremento de la cobertura de algas que compiten
con los corales por espacio y recursos.

Realizar un estudio exhaustivo de estos erizos en areas afectadas y sanas es esencial
para comprender los patrones de enfermedad, identificar agentes patdgenos potenciales y
analizar los efectos de estos sobre la morfologia y fisiologia de los individuos. Ademas, esta
tesis contribuye a entender mejor como los factores antropogénicos y los cambios
ambientales impactan en la salud de los organismos marinos.

El conocimiento adquirido a partir del analisis histopatoldgico de los tejidos puede
ayudar a identificar dafios especificos asociados con la enfermedad, lo cual es clave para
proponer estrategias de conservacién y recuperacion. La informacion obtenida puede ser
utilizada para mejorar las practicas de manejo de ecosistemas de arrecifes y servir como base
para futuros estudios que busquen implementar métodos de conservacion mas efectivos para

Diadema antillarum y los arrecifes de coral en general.
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3. Marco Teorico

3.1 Ecologia
Diadema antillarum es una especie habitante comun de los arrecifes, puesto que la

complejidad estructural del habitat dado el dominio de los corales escleractinios, proporciona
una fuente alternativa de refugio ante depredadores (Grande et al., 2020; Bodmer et al.,
2021). En estos ecosistemas ésta es una especie clave en el Atlantico occidental y el Caribe,
ya que altera la microestructura del sustrato debido a sus habitos alimenticios, controlando
principalmente la abundancia de algas, que pueden destruir los arrecifes al reemplazar los
corales escleractinios, impidiendo el asentamiento de otros organismos sésiles (Liddell y
Ohlhorst 1986; Carpenter, 1988; Lessios, 1988; Edmunds y Carpenter, 2001).

Respecto a sus preferencias alimenticias, por medio del analisis de los contenidos
intestinales de las especies, se ha observado que éstos suelen reflejar el tipo de alimento de
mayor disponibilidad en el habitat en el que se encuentran. Por ejemplo, D. antillarum
recolectados de praderas de pasto marino tienen contenidos intestinales que en su mayoria
contienen el pasto marino Thalassia spp., con menores cantidades de limo fino (Muthiga, y
McClanahan, 2013). En contraste, los intestinos de individuos recolectados de areas de
arrecife suelen contener algas y detritos (Randall et al., 1964). Ademas de la herbivoria, los
erizos son bioerosionadores en el arrecife, desarrollando una actividad antagonista al
crecimiento de los arrecifes puesto que los erizos al alimentarse, raspan el sustrato
removiendo carbonato de calcio (Ogden, 1976; Bak et al., 1984; Ogden y Carpenter, 1987).

La dindmica poblacional de D. antillarum ha sido moldeada tanto por factores
naturales como antropogénicos. La evidencia genética sugiere que esta especie era abundante
en el Caribe mucho antes del impacto humano, con una expansion poblacional que ocurrié
hace al menos 100,000 afios (Lessios et al., 2001). Sin embargo, un registro subfésil de 3,000
afios en el Caribe panamefio indica que Diadema comenz6 a disminuir hace mas de un
milenio, posiblemente debido a interacciones complejas con comunidades de corales y peces
damisela (Cramer et al., 2018). Esta tendencia a la baja culminé en una mortandad
catastrdfica en la década de 1980, que redujo drasticamente sus poblaciones (Lessios et al.,
2001). Ademas, en las Islas Canarias, se ha observado que densidades de D. antillarum

superiores a 2 individuos/m?2 han reducido significativamente la cobertura de macroalgas, y
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se ha encontrado que factores antropogénicos estan correlacionados positivamente con la
abundancia de erizos (Herndndez et al., 2008).

Estos erizos preservan la condicion optima de los arrecifes de coral al disminuir la
cobertura de algas y crear un sustrato limpio. Se ha calculado que las densidades éptimas
para cumplir con este rol ecoldgico son de aproximadamente 5 individuos/m?, promoviendo
asi el crecimiento de algas coralinas crustosas y varias especies de corales, mejorando el

desarrollo de la comunidad coralina (Macintyre et al., 2005;0Imeda-Saldafia et al., 2021).

3.2 Biologia general
Diadema antillarum es un erizo regular (esférico) que presenta el pentamerismo tipico de los

equinodermos, que es de simetria radial y disposicién quintuple. Posee un esqueleto corporal
interno llamado testa que es rigido, cubierto de largas espinas moviles y alberga una cantidad
reducida de tejido blando en la pared corporal, (Hyman, 1956). Los adultos pueden alcanzar
hasta 12 cm de didmetro, con espinas largas, afiladas como agujas y delgadas que se rompen
con facilidad y tienen hasta 30 cm de longitud (Nichols y Cooke, 1971). La testa y las espinas
de un adulto maduro suelen ser negras, pero pueden entremezclarse espinas de colores mas
claros (Figura 1), mientras que las de los juveniles presentan bandas alternas blancas y
moradas (Randall et al., 1964).

TGRS

Figura 1. Diadema antillarum en fondo rocoso. Fotografia de Kimani Kitson-Walters.
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El cuerpo también esta cubierto en su base, de tentaculos ramificados llamados pies
tubulares o ambulacrales, que sirven dependiendo del tipo, para alimentarse, producir
mucosa, locomocion, o respiracion (Randall et al., 1964; Hendler, et al., 1995). En cuanto a
la anatomia del erizo, para este trabajo, debido que se tomaron muestras de estos tejidos para
el diagndstico histoldgico e histopatologico, resultan relevantes seis estructuras: aparato
bucal (Linterna de Aristételes), intestino y recto, tejido ambulacral-interambulacral aboral
(AIA), tejido ambulacral-interambulacral oral (AlO), y gonadas.

El aparato bucal, conocido como la Linterna de Aristoteles, esta formado por cinco
dientes surge de un labio formado por un tejido ligamentoso en la abertura del esqueleto en
la superficie oral llamado peristoma, (Figura 2). Debajo de la membrana peristomial se forma
un anillo de placas ambulacrales e interambulacrales modificadas creando una faja
perignatica que sostiene la linterna (Hyman, 1956). Los principales elementos estructurales
de la linterna son cinco placas triangulares orientadas verticalmente llamadas piramides, las
cuéles estan situadas en espacios interambulacrales y estan unidas entre si por muasculos
cominadores, que proporcionan el movimiento de balanceo de las piramides, el borde aboral
de cada piramide es una barra engrosada llamada epifisis (Hyman, 1956; Brusca, y Brusca,
1990). Cada pirdmide tiene un canal dentro del cual se encuentra un diente, el extremo afilado
del diente se extiende desde el extremo oral de la piramide hacia la regién bucal, un saco
dental blando de origen celémico cubre el extremo aboral no endurecido de cada diente de
donde emerge en la parte superior de la piramide.

Encima de la estructura principal de la linterna, en la superficie bucal, hay cinco
compases y cinco rétulas, una de cada una a lo largo de cada radios ambulacral, los compases
y sus musculos asociados regulan la presion hidrostatica dentro de las branquias (Brusca, y
Brusca, 1990). Los dientes se protraen empujando toda la linterna oralmente mediante la
contraccion de masculos protractores en forma de ld&mina que se originan alrededor de la
boca, en las zonas interambulacrales del esqueleto interno, y se insertan en las epifisis, cerca
del extremo aboral de cada pirdmide, su accidn también sirve para separar los dientes cuando
se produce la protraccion (Hyman, 1956). Los musculos retractores se originan en unas
gruesas placas ambulacrales Ilamadas auriculares y se insertan en el extremo bucal de la
linterna (Cavey, y Mérkel, 1994).
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Anillo hematico aboral

1 Madreporito Canal pétreo

Area interambulacral
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Pie ambulacral ! : \
Boca G i Canal radial
Faringe
Ampulas
Linterna de Aristoteles

Figura 2. Anatomia de erizo negro Diadema antillarum, vista interna del cuerpo. (tomado y modificado de
Reis, 2020).

El sistema digestivo comienza en la cavidad bucal, debajo de la Linterna de
Aristdteles. A través de ésta pasa la faringe seguida del es6fago, que se conecta con el
intestino, que se divide en intestino delgado (estbmago) e intestino grueso, este ultimo esta
conectado con el recto que esta unido al periprocto, y finalmente termina en el ano (Figura
2). La faringe, de seccién pentagonal y unida por membranas a los bordes internos de las
piramides, emerge de la parte superior de la linterna y pasa de inmediato al es6fago (Brusca,
y Brusca, 1990). El esofago desciende hacia la zona oral, a menudo formando una curva
considerable, y entra en el intestino (Hyman, 1956; Cavey, y Markel, 1994). El intestino suele
estar dispuesto en la superficie interna de la testa. Primero, se curva alrededor del interior de
la testa en sentido contrario a las agujas del reloj visto desde la superficie aboral; después de
completar casi una vuelta completa en el interior, gira sobre si mismo y realiza otra vuelta
casi completa en el sentido de las agujas del reloj, terminando en posicion aboral a su primera
vuelta (Muthiga, y McClanahan, 2013). La parte terminal del intestino o recto asciende hasta
la parte inferior del periprocto y se abre alli a través del ano, rodeado por los celomas perianal
y periproctal (Cavey, y Markel, 1994). Los dos circuitos del intestino son Ilamados estomago
e intestino por algunos autores, intestino inferior y superior por otros, aunque tal vez sea

preferible designarlos como intestino delgado e intestino grueso (Hyman, 1956).

16



Los tejidos ambulacral-interambulacral aboral (AIA) y tejido ambulacral-
interambulacral oral (AlO), son parte del sistema integumentario, en la parte exterior de la
testa. Este sistema esta conformado por la pared corporal, que se divide en tres secciones, 1)
la epidermis externa, compuesta por células de soporte, secretoras y sensoriales, y plexo
nervioso; debajo de la epidermis esta 2) la dermis de tejido conectivo donde en ocaciones
podemos encontrar células glandulares, que pueden ser granulares o no glanulares, por
altimo, 3) un revestimento celémico (Hyman, 1956; Cavey, y Markel, 1994). La divisién de
las placas ambulacrales e interambulacrales surge en la testa de carbonato de calcio del erizo,
este esqueleto esta formado por 10 columnas dobles de placas calcareas entrelazadas, llamada
corona o testa, que convergen en las superficies oral y aboral (Cavey, y Mérkel, 1994). Los
pies ambulacrales emergen de aberturas dentro de las placas ambulacrales; otros apéndices
como espina y pedicelarios pueden encontrarse tanto en las placas ambulacrales como en las
interambulacrales.

Las espinas pueden ser primarias, generalmente mas grandes, secundarias, mas
pequefias en comparacion, y las méas pequefias suelen ser llamadas terciarias o miliares
(Randall et al., 1964). Todas las espianas suceden en filas desde el periprocto hasta el
peristoma, y estan hechas de carbonato de calcio (calcita) con sustancias organicas (Hyman,
1956). Los erizos poseen, ademas, estructuras llamadas pedicelios que son tridentados, esta
estructura consiste en una cabeza compuesta por tres mandibulas movibles montada sobre un
“tallo”, las mandibulas tienen una serie de musculos que les permiten abrir y cerrar, Sirven
principalmente para defensa (Lewis y Saluja, 1967). Poseen hasta tres tipos de podios o0 pies
ambulacrales, siendo los mas comunes para la locomocion, que se extienden desde el
peristoma hasta el periprocto en cinco hileras dobles sobre las placas ambulacrales, su
extremo apical tiene forma de disco que ayuda a la locomocién y sujecién en diferentes
superficie; también presentan podios que no terminan en forma de disco sino en forma
redonda o globular, estos son podios papilados que tienen funciones sensoriales y por Gltimo,
los podios bucales, que se localizan al rededor del peristoma (Hyman, 1956; Cavey, y Markel,
1994).

Los erizos de mar son estrictamente didicos, es decir, que los sexos estan separados,
su sistema sistema reproductivo consiste en cinco gonadas sostenidas por filamentos

mesentéricos a lo largo de la capa interna de las placas ambulacrales. Son cuerpos lobulados,
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gue cuando maduran, son bastante voluminosos, ocupando el espacio disponible entre los
dobleces intestinales llegando casi a la altura de la linterna (Figura 2). En el extremo aboral,
cada gonada se estrecha en un gonoducto corto que sale por el gonoporo en la placa genital
correspondiente; los gonoductos estan estrechamente asociados con el anillo nervioso y el

anillo hematico aboral (Hyman, 1956).

3.3 Histologia
Entre los métodos de diagnostico utilizados para Diadema antillarum con la intencion de

mejorar la comprension de la estructura normal y detectar anomalias en tejidos, asi como
patdégenos, se encuentra el procesamiento histolégico. La histologia es el estudio
microscopico de las células y tejidos en plantas y animales, enfocado en su estructura,
desarrollo y funcién (Betyna et al., 2018; Tamizhazhagan y Pugazhendy, 2017). Esta
herramienta esta estrechamente relacionada con la biologia celular y la anatomia,
proporcionando una base estructural para comprender los procesos fisiologicos
(Tamizhazhagan y Pugazhendy, 2017). ElI campo abarca la citologia, embriologia e
histopatologia, que examina tejidos enfermos (Betyna et al., 2018). La histologia utiliza
principalmente la microscopia como su herramienta de evaluacion principal, siendo los
microscopios de luz y electronicos instrumentos comunes (Betyna et al., 2018; Ganjali,
2012). El procesamiento de tejidos para el examen histologico implica el corte y tincion de
muestras para crear laminas microscépicas para su analisis (Ganjali, 2012). El campo abarca
la citologia, embriologia e histopatologia, que examina tejidos enfermos (Betyna et al.,
2018).

Asi también, es una herramienta valiosa para el estudio de tejidos y enfermedades en
animales, especialmente en entornos acuaticos. Permite detectar la presencia de
contaminantes y la degradacion ambiental a través del examen de tejidos de peces (Lopes,
2021). Esta técnica es fundamental para identificar y clasificar parasitos en animales
acudticos, ya que permite detectar parasitos ocultos en lo profundo de los drganos, que
podrian no ser observables mediante métodos diagnosticos simples (Purivirojkul, 2012). El
analisis histologico también es esencial en la investigacion de tumores, facilitando su
reconocimiento y clasificacién en funcion de sus patrones caracteristicos en los tejidos

(Foulds, 1940). Este enfoque ayuda a diferenciar el crecimiento tumoral de tejidos normales
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0 enfermos y permite estudiar sus propiedades en una amplia variedad de muestras humanas
y animales (Foulds, 1940).

La investigacion histopatoldgica es esencial para diagnosticar enfermedades parasitarias
tanto en humanos como en animales, proporcionando informacion importante para el
diagnostico diferencial y la determinacion de la causa principal de la enfermedad (Sottysiak
et al., 2014). Ademas, la histopatologia desempefia un papel critico en la caracterizaciéon y
validacion de modelos animales, ya que puede proporcionar un contexto morfoldgico a los
datos in vivo, moleculares y bioquimicos, ayudando a los investigadores a comprender la
patobiologia normal y los fenotipos unicos en estos modelos (Knoblaugh et al., 2018).

Ahora bien, los estudios histolégicos de Diadema antillarum han proporcionado
informacidn valiosa sobre su biologia y ecologia. La histologia del tracto digestivo revela la
presencia de enzimas para la digestion de carbohidratos y proteinas, con secreciones que
ocurren en el ciego y el intestino anterior (Lewis, 1964). La morfologia de las espinas ha
demostrado ser util para la diferenciacion de especies dentro del género Diadema, con D.
antillarum mostrando estructuras internas de espinas distintivas (Coppard y Campbell, 2005).
Ademas, el analisis histoldgico de los pedicelarios claviformes de D. antillarum revela
glandulas en el tallo que secretan mucopolisacaridos acidos no sulfatados tras la estimulacion
(Lewis y Saluja, 1967).
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4. Antecedentes

En enero de 1983 las poblaciones de D. antillarum en el Caribe y el Atlantico occidental
sufrieron una mortalidad masiva, se cree que se origind en Punta Galeta, Panama y duré mas
de 13 meses hasta febrero de 1984 (Lessios et al., 1984a). Desde la disminucion masiva de
la poblacién a principios de la década de 1980, con mortalidades de hasta el 87-100 %, de
este erizo, las poblaciones no se han recuperado completamente y la dinamica de los
ecosistemas de arrecifes de coral en el Caribe ha cambiado enormemente. Por ejemplo, se
observd que dentro de los cinco dias después de que las poblaciones de D. antillarum
sucumbieran, las comunidades de algas bentonicas aumentaron un 20% en biomasa y su
productividad primaria se desplomo (Carpenter, 1988; Bielmyer et al., 2005; Kissling et al.
2014; Lessios, 2016). Se crey6 que el agente causante de la mortalidad era especifico de D.
antillarum, ya que otras especies no se vieron afectadas (Lessios et al. 1984); ademas, la
progresion de la mortandad, que se desplazaba en la direccion de las corrientes
predominantes por todo el Caribe a grandes distancias, hizo pensar que se trataba de un
patogeno transmitido por el agua; mas tarde, utilizando datos de satélite, quedo claro que no
solo las corrientes eran responsables de la propagacion del patdgeno, sino que probablemente
el trafico de embarcaciones también contribuia a la dispersion (Lessios et al. 1984; Phinney
etal., 2001).

Después de este suceso, algunos eventos de mortalidad menores de D. antillarum
fueron reportados en areas limitadas de Florida, St. Croix, y Panama (Lessios, 1988;
Forcucci, 1994). En décadas posteriores a estos eventos, D. antillarum comenzo a
desempefiar de nuevo sus importantes funciones ecoldgicas en varias zonas arrecifales
someras, gracias a la recuperacion de hasta un 12% en sus poblaciones (Edmunds and
Carpenter, 2001; Carpenter y Edmunds, 2006; Myhre y Acevedo-Gutiérrez, 2007; Idjadi et
al., 2010; Lessios, 2016).

A pesar de esto, afios mas tarde, a mediados de febrero de 2022, se produjo un suceso
de mortalidad similar en St. Thomas, Islas Virgenes de EE.UU, cuando un buzo local informo
de la muerte de docenas de D. antillarum en un punto de inmersion popular, y posteriormente,
a mediados de marzo, comenzaron a circular reportes informales de D. antillarum muertos y
moribundos procedentes de islas caribefias separadas geograficamente (Hylkema et al.,

2023). Por el momento, se desconoce el alcance total de este evento de mortalidad del erizo
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que inicidé en 2022. Aunque es posible que algunas poblaciones de D. antillarum
permanezcan intactas durante la actual mortandad, estas especies pueden volver a estar
funcionalmente extintas en muchas islas del Caribe debido a la elevada tasa de mortalidad
observada (Hylkema et al., 2023); aunado a que la recuperacion de las poblaciones de
Diadema en el Caribe ha sido desigual y moderada (Lessios, 2015). Dado que nunca se
identifico un patogeno responsable del evento de mortalidad masiva de 1983-1984
(DeFilippo et al., 2018), la principal prioridad de investigacién para la mortandad masiva de
2022 deberia ser determinar su causa.

Tras un periodo de observacion, se determind que los signos macroscopicos en los
erizos afectados comenzaron con el desprendimiento de las superficies verticales, la pérdida
de movimiento/reaccion de las espinas a los estimulos, la pérdida de control de los pies
ambulacrales, el uso de las espinas para la locomocién en lugar de los pies ambulacrales y la
formacion de una disposicion estrellada de las espinas (Hylkema et al., 2023). En cuestion
de dias, los erizos con estos signos perdieron las espinas, lo que provocd la pérdida de tejido
epidermico y la exposicion de la testa subyacente, que progresé rapidamente (~2 dias) hasta
la muerte (Hewson et al., 2023; Hylkema et al., 2023).

Para finales de agosto de 2022, gracias a esfuerzos en conjunto de miembros de la
comunidad local, buceadores recreativos y la comunidad cientifica, se tenian 582 reportes y
426 fotografias registrados en la base de datos Diadema Health Tracking (Hylkema et al.,
2023). Todos los reportes debian cumplir ciertos requisitos para poder ser registrados en la
base de datos, ya que para poder determinar el estado de salud de los erizos se siguieron una
serie de criterios basados en categorias de evaluacion de comportamiento incluyendo
comportamientos de Categoria Uno (por ejemplo, adhesién al sustrato y evaluacion de la
posicién de las espinas) y comportamientos de Categoria Dos (por ejemplo, respuesta a la
luz, respuestas de tacto y defensa y actividad de los pies ambulacrales), asi como signos
evidentes de lesiones epidérmicas, espinas desprendidas o mortalidad (Francis-Floyd et al.,
2020).

A pesar de que el proceso de dispersion y las locaciones fueron diferentes, las
afecciones parecen ser muy similares en ambos eventos de mortandad siendo estas: falta de
control de los pies ambulacrales (Figura 3. A, B), lenta reaccion de las espinas seguida de su

pérdida (Figura 3.D), y necrosis de la epidermis (Figura 3. C), estas fueron observadas tanto
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en erizos de laboratorio como silvestres (Hylkema et al., 2023). La velocidad inicial de
propagacion y el amplio rango geogréafico del evento de mortandad de D. antillarum de 2022
también llevaron a creer que eventualmente alcanzaria todas las areas del Caribe como en el
evento de 1983-1984, pero la evidencia apunta al hecho de que algunas poblaciones pueden

permanecer sin impacto por este evento de mortandad (Hylkema et al., 2023).

Figura 3. Signos de enfermedad en D. antillarum durante el evento de mortalidad en 2022. (A) Los pies
ambulacrales carecen de poder de succion. (B) No se pueden utilizar los pies ambulacrales. (C) Necrosis de la
epidermis y pérdida de espinas. (D) El tejido alrededor de las espinas rotas se desprende. (Hylkema et al.,
2023).

Asi como se tienen diferentes criterios y categorias de evaluacion para monitorear,
recolectar datos en campo y hacer muestreos, se deben tener métodos y criterios establecidos
para evaluar y caracterizar un erizo en buen estado de salud, para que de esta manera podamos
hacer un andlisis comparativo cuando tengamos individuos en condiciones de enfermedad
y/o anormales.

Existen pocos trabajos histologicos que describan de manera detallada los tejidos de
Diadema antillarum, el trabajo mas detallado es el de Francis-Floyd et al.(2020). Su trabajo
hace descripciones anatdmicas que son fundamentales para el analisis histolégico del erizo
porque proporciona referencias clave para identificar estructuras normales y reconocer

posibles anomalias o lesiones patoldgicas.
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Conocer la anatomia normal es esencial para diferenciar entre tejido sano y afectado,
lo que resulta de gran relevancia para esta tesis, por lo que, en la presente seccion se hace
una descripcion dicho trabajo a fin de facilitar la interpretacion de los hallazgos del presente
estudio.

En el sistema tegumentario se encuentra la testa, que esta compuesta por una
epidermis y osiculos (trabéculas calcéreas ricas en magnesio). Durante la descalcificacion,
se eliminan estos minerales, lo que deja huecos visibles en las secciones histolégicas. En la
epidermis, encontraron células pigmentadas, como iridéforos y cromat6foros, tanto en la
superficie externa como interna del caparazon. Los apéndices osificados, como las espinas,
pedicelarios y esferidios, también fueron destacados; las espinas, que se presentan en varias
formas (primarias y secundarias), poseen un nucleo hueco, mientras que los pedicelarios, con
funcidn en la defensa y alimentacion, se componen de una cabeza, cuello y un tallo.

En cuanto al sistema vascular de agua, se describié como el madreporito conecta el
canal de piedra con el canal anular, que rodea el es6fago. Este canal distribuye fluidos a
traves de cinco canales radiales ubicados alrededor de la linterna de Aristoteles. Estos canales
radiales se dividen en canales laterales que llevan el fluido a las ampollas de los pies
ambulacrales. Este sistema estd revestido en toda su extension por un epitelio ciliado
aplanado de naturaleza celomica. A este le sigue una capa de tejido conectivo, cubierta
externamente por peritoneo. En las ampollas, ademas, existe una capa de fibras musculares
circulares entre el epitelio de revestimiento y el tejido conectivo; y haces de estas fibras
musculares, cubiertos por epitelio, también atraviesan el lumen de la ampolla. El sistema es
esencial para la locomocion y la manipulacién de alimentos, controlada mediante las
ampollas y los pies tubulares, cuyo funcionamiento también contribuye a la respiracion a
traves de la circulacion de fluidos.

El sistema hematico presentd cuatro tipos principales de celomocitos, que son las
células encargadas de la defensa inmune en estos invertebrados: fagocitos, esferulocitos rojos
y blancos, y células vibréatiles. Los fagocitos, siendo los méas abundantes, juegan un papel
crucial en la eliminacion de materiales extrafios. ElI 6rgano axial, rico en pigmentos de
melanina, mostr6 la produccion de coelomocitos en los vasos hemales. Asimismo, se

presentan cuerpos de Tiedemann y cuerpos de Polian en la linterna de Aristételes, aunque su
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funcidén exacta sigue sin estar clara, pero se presume que podrian estar relacionados con la
hematopoyesis.

El sistema digestivo, esta revestido por un epitelio mayormente ciliado de células
largas y delgadas, seguido por una capa de tejido conectivo y luego una fina capa muscular
compuesta principalmente por fibras circulares; en el lado celémico, el tracto digestivo esta
cubierto por peritoneo flagelado; el eséfago y el intestino mostraron abundantes células
mucosas y microvellosidades en su epitelio, asociadas a una fuerte capacidad de absorcion
y secrecion. El intestino delgado tiene una pared méas gruesa que el intestino grueso y exhibe
microvellosidades mas largas, lo que sugiere una mayor capacidad de absorcion. El recto y
el periprocto, ubicados al final del tracto gastrointestinal, también fueron analizados. Sus
hallazgos indicaron que la cantidad de células mucosas disminuye a medida que se avanza
hacia el intestino grueso y el recto, donde se observaron estructuras indicativas de procesos
de absorcion final y eliminacion de desechos.

En el sistema reproductivo, tanto en los testiculos como en los ovarios, se encuentran
distintos tipos de epitelio que cumplen funciones especificas. El epitelio de revestimiento del
somatoceloma constituye el elemento mas externo de la pared gonadal, en contacto con el
tejido conectivo colageno subyacente, el cual contiene miocitos no estriados. Las génadas de
los erizos fueron evaluadas para determinar el sexo y la madurez de los individuos.
Observaron signos de degeneracion en los ovarios de algunas hembras recolectadas en
primavera, con fagocitosis de ovocitos atrésicos, mientras que los machos presentaban
testiculos completamente maduros con abundantes espermatides. En especimenes juveniles
recolectados en otofio, las gonadas eran inmaduras, lo que les permitid inferir sobre los ciclos
reproductivos de la especie.

El sistema respiratorio principalmente conformado por las branquias y los pies
ambulacrales, donde la funcion principal de las branquias parecié ser excretora mas que
respiratoria. Observaron melanocitos asociados con objetos en forma de aguja en los vasos
hemales de las branquias, lo que sugiereun papel importante en la eliminacién de desechos y
particulas extrafias.

En el sistema nervioso, encontraron que el corddn nervioso radial se localiza en la
capa mas externa de la testa, compuesto por tejido nervioso ectoneural en la epidermis y

tejido hiponeural debajo de la dermis. Ademas, identificaron un anillo nervioso que rodea la
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boca, lo que sugirié un control centralizado sobre las funciones de alimentacion y
locomocidn.

Finalmente, su analisis también reveld diversas condiciones patoldgicas, como la
presencia de objetos en forma de aguja (posiblemente espiculas) en los vasos hematicos,
basofilos agregados celulares en las branquias, y colonias bacterianas gramnegativas en el
hemisferio oral de la testa. Sus observaciones sugirieron respuestas inmunoldgicas activas en
los erizos, especialmente en las branquias y el sistema digestivo, donde también se
encontraron ciliados y amebas. Las amebas se asociaron con erosion epitelial en el intestino,

indicando una posible infeccion parasitaria.

Ademas, estas descripciones facilitan la realizacién de necropsias y la recoleccion
precisa de muestras, al detallar la disposicidn de 6rganos y sistemas internos como el sistema
vascular, el hemal y el 6rgano axial. La comprension del estado anatomico normal también
ayuda a evaluar la salud general del organismo, permitiendo identificar infecciones, parasitos

u otras condiciones que puedan comprometer su bienestar.
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5. Objetivo general y especificos

a. Objetivo general

Caracterizar histolégicamente los individuos de Diadema antillarum del Caribe

mexicano e identificar posibles agentes bidticos asociados a lesiones histoldgicas.

b. Objetivos especificos

e Describir la anatomia histoldgica de individuos sanos de D. antillarum.

e Analizar de manera comparativa las caracteristicas histologicas de los individuos de
D. antillarum afectados por el evento de mortalidad masiva durante 2022 en el caribe
mexicano, describiendo las lesiones observadas en sus tejidos.

e Estimar la prevalencia de lesiones histoldgicas dentro de los individuos afectados.
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6. Hipdtesis

En consideracion a los hallazgos recientes en erizos de Diadema antillarum en arrecifes
del Caribe, se espera que los individuos recolectados en campo con lesiones
macroscépicas evidentes presenten sefiales de dafio en por lo menos uno de sus tejidos y
una asociacion constante con ciliados en cercania a las zonas de dafio. De igual manera,
se espera encontrar sefiales de dafio en individuos aparentemente sanos colectados en
sitios considerados enfermos, y ausencia de anormalidades en los individuos considerados

sanos colectados en sitios control.
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7. Método

7.1 Area de Estudio
El estudio se llevo a cabo en cuatro localidades: Xahuayxol, Xcalak, Mahahual y Cozumel,

ubicadas en la seccion norte del Sistema Arrecifal Mesoamericano en el Caribe Mexicano
(Figura 4). Estas areas presentan una estructura compleja de arrecifes con lagunas y terrazas
caracteristicas, influenciadas por corrientes marinas y con diversidad en su biodiversidad
marina. En el sur del Caribe Mexicano, Xahuayxol y Xcalak presentan complejos sistemas
de crestas y canales, méas desarrollados que en las zonas nortefias de la region (Ruiz-Zarate
et al., 2003; Arguelles-Jiménez et al., 2020). Xahuayxol, ubicado en 18°3021.78"N,
87°45'24.84"0, tiene una cresta arrecifal semicontinua y una laguna poco profunda de entre
250 y 800 metros de ancho y menos de 4 metros de profundidad (Acevedo-Ramirez et al.,
2021; Ruiz-Zarate et al., 2000). Xcalak, el sitio mas al sur en 18°14'7.68"N, 87°50'1.46"0,
se encuentra dentro del Parque Nacional Arrecifes de Xcalak (PNAX), delimitando el limite
maritimo del Caribe Mexicano. Su laguna arrecifal, de hasta 1700 metros de ancho y 5 metros
de profundidad, es la mas amplia entre las areas estudiadas (Hernandez-Arana et al., 2010).

Tanto Xahuayxol como Xcalak sostienen lagunas arrecifales con parches de
macroalgas, corales escleractinios, hidrocorales, octocorales y praderas de pastos marinos en
sustratos arenosos (Herndndez-Arana et al., 2010; Schmitter-Soto et al., 2018). Al norte,
Mahahual (18°42'16.96"N, 87°42.619"0) ha sufrido degradacion de arrecifes debido a la
actividad humana en las Ultimas dos décadas (Martinez-Rendis et al., 2016). Cuenta con una
laguna arrecifal mas estrecha, de entre 230 y 450 metros de ancho. Al sur de Mahahual,
Xahuayxol tiene una laguna méas amplia, que se extiende entre 300 y 500 metros desde la
costa hasta la cresta arrecifal (Cabanillas-Teran et al., 2019).

El suroeste de Cozumel presenta una disposicion estructural Unica, con una serie de
tres terrazas, frecuentemente cubiertas de sedimento y delimitadas por escalones donde se
desarrollan formaciones arrecifales (Muckelbauer, 1990). A aproximadamente 5, 10 y 20
metros bajo el nivel del mar, se encuentran formaciones arrecifales discontinuas que siguen
los contornos de las terrazas (Pérez-Posada et al., 2023). Estos arrecifes marginales muestran
un gradiente norte-sur de creciente complejidad estructural y diversidad de habitats
(Muckelbauer, 1990). Influenciado por la Corriente de Yucatan, que fluye de sur a norte, el

area también experimenta corrientes costeras inducidas por mareas y vientos estacionales. La
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costa occidental de Cozumel, protegida desde 1980 y declarada Parque Nacional en 1996, se
beneficia de esfuerzos de conservacion gestionados por la Comision Nacional de Areas
Naturales Protegidas (CONANP), cubriendo 11,987.87 hectareas (Chavez et al., 2003).
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Figura 4. Sitios de muestreo en las localidades de Xahuayxol, Xcalak, Mahahual y Cozumel. Mapa base
obtenido de OpenStreetMap.

7.2 Trabajo de campo
Los muestreos aleatorios se enfocaron en la especie de erizo negro Diadema antillarum, por

lo que cada sitio fue evaluado para localizar areas con alta densidad de individuos, asi como
posibles signos de enfermedad en los organismos, tales como pérdida de espinas o pérdida
de consistencia en las mismas. Estos sitios se dividieron en areas de control (sin signos de
enfermedad) y areas enfermas que presentaban erizos que mostraban sintomas iniciales de la

patologia, en donde se recolectaron individuos aparentemente sanos y enfermos.

7.3 Recoleccién de muestras
En la recoleccion de muestras, se obtuvieron 12 erizos sanos en el sitio de control. Los erizos

se manipularon con herramientas como rastrillos de mano o alambres doblados y se colocaron
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en bolsas Ziploc numeradas. En el sitio enfermo, se recolectaron 15 erizos: 12 aparentemente
sanos y tres con sintomas iniciales de enfermedad, siguiendo el mismo procedimiento de
manejo y almacenamiento. Las muestras recolectadas en los diferentes sitios (Tabla I) fueron
clasificadas de manera organizada y especifica, asignandoles codigos Unicos que permitieron
una identificacion precisa durante el proceso de analisis. Esta clasificacion detallada facilitd
el manejo y analisis de las muestras, garantizando que cada espécimen pudiera ser rastreado
con precision a su sitio de origen. El sistema de organizacion se detalla en la tabla a

continuacion:

Tabla I. Informacion de las muestras de Diadema antillarum recolectadas en el Caribe mexicano para el analisis

histopatoldgico.

Localidad Sitio de Muestreo No. De muestras No. de muestras
sanas enfermas

Xahuayxol XYNL1 3 0
3 3
Xcalak XNL3 3 0
Mahahual MHNL1 3 0
3 0
Cozumel 3 0
3 0
Paraiso 3 0
Total 24 3

7.4 Procesamiento de muestras para histologia
Para la fijacion de muestras, los erizos recolectados se sumergieron en formalina al 10%

diluida en agua de mar. Luego, se transportaron al laboratorio en hieleras con temperatura
controlada para evitar su degradacion. En el laboratorio, las muestras se sometieron a
descalcificacion y a una serie de deshidrataciones con alcohol etilico de concentraciones
crecientes, seguidas de aclaramiento con xilol y una infiltracion con parafina a temperaturas
entre 56 y 62 °C. La tincion histoldgica incluyo la aplicacion de Hematoxilina de Gill y
Eosina-Floxina mediante un protocolo estdndar de desparafinacién, hidratacion, tincién,

deshidratacion y aclaramiento final con Citrisolv ®. El desparafinado se realizo en tres
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soluciones de xilol sucesivas (5 minutos en Xilol I, y 15 bafios 0 5 minutos en Xilol I1 y I1I).
La hidratacion se efectué mediante bafios en alcoholes de concentracion decreciente y un
enjuague final en agua destilada. Los cortes se hicieron con un grosor de 5 micras, utilizando
un micrétomo.

En la tincion con Hematoxilina de Gill, las muestras se sumergieron durante 10
minutos, se enjuagaron con agua corriente y se diferenciaron en agua acidficada al 1%.
Luego, se realizo un enjuague en bicarbonato de sodio hasta obtener una coloracion azulada.
Para la tincién con Eosina-Floxina, las muestras se sumergieron en la solucién durante 3
minutos para resaltar estructuras acidofilas. La deshidratacion final incluy6 inmersiones en
alcohol etilico y alcohol isopropilico al 95% y 100%, y el aclaramiento final se realiz6 en
Citrisolv en tres etapas. Por ultimo, las laminillas tefiidas se montaron en medio permanente

Cytoseal XYL para su conservacion y proteccion.

7.5 Frotis de heces
Se hicieron tres frotis de heces de cada erizo, tomando una muestra del contenedor donde se

encontraba cada individuo con una pipeta de plastico, colocdndola en un portaobjetos
cubierta con cubreobjetos y se observd en el microscopio a 10 y 40x. Este proceso se repitio
tres veces con cada uno de los 27 individuos, dando un total de 81 frotis realizados con el

objetivo de identificar posibles agentes patdgenos como son los ciliados.

7.6 Analisis microscopico de las muestras
Después de clasificar las placas por tipo de tejido se hizo la evaluacién histoldgica para

describir los diferentes tejidos en erizos sanos y se buscoé identificar sefiales de enfermedad
en tejidos de erizos a traves de la descripcion de lesiones morfoldgicas, empleando
microscopia de luz en el laboratorio. Se examinaron seis tejidos diferentes de 27 individuos
(24 sanos y tres enfermos), aparato bucal (Linterna de Aristoteles; n = 17), intestino (n = 25)
y recto (n =25), tejido ambulacral-interambulacral aboral (AlA; n = 26), tejido ambulacral-
interambulacral oral (AlO; n = 27), y gbnadas (n =27), con un total de 147 placas.

Este estudio es de naturaleza descriptiva y experimental, enfocado en la recopilacion
y anélisis de muestras bioldgicas en los sitios de estudio seleccionados dentro del sistema de
arrecifes del Caribe Mexicano. En esta tesis se hizo una caracterizacion histoldgica de erizos

sanos y se investigaron las posibles causas de esta afeccion mediante enfoques histoldgicos
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e histopatoldgicos, a través de la comparacion de tres tipos de D. antillarum: individuos sanos
de sitios enfermos, individuos con sefiales de enfermedad de sitios enfermos, e individuos

sanos de sitios de control.
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8. Resultados
8.1 Descripcidn histolégica de individuos sanos

8.1.1 Sistema tegumentario
Tejido ambulacral-interambulacral aboral (AlA) y ambulacral-interambulacral

oral (AlO).

En este tejido se encontraron estructuras pertenecientes a pedicelios (Figura 4), espinas
(Figura 5a), pies ambulacrales, y ampulas pertenecientes al canal de agua radial (Figura 5b).
Estas estructuras junto con los epitelios epidérmico y celémico conforman la testa del erizo
y estan divididos en oral y aboral. En la placa ambulacral, los pies ambulacrales (podios) son
méas abundantes en el hemisferio oral (Figura 6b). Las espinas son abundantes en el
interambulacro y los pies ambulacrales estan presentes en la superficie externa, siendo estos
altimos mas abundantes en el hemisferio oral especialmente cerca de los tejidos branquiales
(Figura 6).

Las glandulas estan formadas por tres lobulos (Figura 5), y recubiertas de una capa
de tejido epitelial alrededor del pedicelio (Figura 5b), estas células suelen ser cilindricas o
prismaticas y estdn organizadas en una capa relativamente delgada; ademés de tejido
conectivo (Figura 5¢), que comunica, sostiene y organiza otros tejidos como las glandulas,

proporcionando soporte y flexibilidad.
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Figura 5. A, pedicelario (a) en la seccién ambulacral- interambulacral oral; B, epidermis (b) y tejido
conectivo (c) en corte transversal del pedicelario. CRA = canal radial de agua, ES = espina.

Desde el madreporito, el agua se desplaza por el canal de agua radial hacia los pies
ambulacrales. En cada pie ambulacral, el agua llena una vesicula o &mpula que, al contraerse,
genera presion para extender el pie y permitir el movimiento (Figura 6). En la seccion
ambulacral se sefiala una zona de tejido en el centro de la imagen que se encuentra

distorsionada, esto podria deberse a que a la hora de montar en la placa el tejido se movio; el
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tejido que aparece distorsionado esta conectado a los vasos del canal radial de agua, por lo

que podrian ser pies ambulacrales (Figura 6).

Figura 6. Espinas (a) y ampulas (b) en seccion ambulacral. Las flechas sefialan estructuras similares a podios.

Los pies ambulacrales son estructuras tubulares con una anatomia compleja, que incluye
varias capas histoldgicas. El revestimiento externo de cada pie esta compuesto por un epitelio
exterior con células columnares (Figura 7), debajo de esta epidermis se encuentra una capa
de tejido nervioso que controla la funcién del pie (Figura 7). En el interior del pie ambulacral,
se observa un lumen o cavidad central que esta revestido por epitelio celomico y que funciona
como camara para el movimiento hidraulico (Figura 7). Este lumen esta rodeado por fibras
musculares longitudinales que se contraen para extender o retraer el pie, permitiendo que el
erizo se mueva o se adhiera a superficies (Figura 7). Las espinas estan cubiertas externamente
por una capa de epidermis (Figura 8). La parte interna de la espina contiene una matriz de
tejido conectivo (Figura 8c).
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Figura 7. Espinas primarias (a) y pies ambulacrales (b). Se sefiala epidermis con flecha, tejido nervioso (d),
fibras musculares (e) y lumen (f) de los podios.

Figura 8. Espinas secundarias (a) y pies ambulacrales (b). Se sefiala epidermis con flecha, y estructura central
(c) de las espinas.
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8.1.2 Sistema gastrointestinal
Las caracteristicas histoldgicas consideradas en esta seccion caracterizan el sistema digestivo

desde la boca hasta el ano.

Aparato bucal (Linterna de Aristoteles)

En las placas del aparato bucal se observaron estructuras como la faringe (Figura 9a) y la
boca (Figura 10a) que contienen células mucosas en la capa epitelial y estan ubicadas en el
centro de la Linterna de Aristoteles. EI musculo interpiramidal (Figura 9b) conecta la
piramide (tejido mandibular) y las rétulas a través de ligamentos y fibras colagenas (Figura
9b). Los dientes son proyectados mediante el empuje de toda la linterna hacia la region oral,
un movimiento facilitado por la contraccion de musculos protractores en forma de lamina
(Figura 10c). Estos musculos se originan alrededor de la boca, en la zona interambulacral, y

se insertan en las epifisis, cerca del extremo aboral de cada piramide.

Figura 9. Faringe (a), musculos interpiramidales (b).
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Figura 10. Boca (a), ligamentos (b), y musculo protactor (c). M1 = muasculo interpiramidal

Intestino

Es posible identificar el intestino por su caracteristica constitucion ondulada en segmentos
que tienden a enrollarse en si mismos (Figura 11), aunado a su conformacién trilaminar,
donde se puede observar un epitelio columnar simple ciliado (Figura 12EC), seguido de
tejido conectivo (Figura 12TC) que esta sobre una capa basal mioepitelial (Figura 12CB);
ambas secciones del intestino, delgado y grueso, se pueden diferenciar por las caracteristicas
morfofuncionales de su epitelio, ya que estas cambian segin la zona en la que nos
encontremos. Por ejemplo, las microvellosidades en general del intestino delgado tienden a
ser mas largas que las del intestino grueso (Figura 12), asimismo, podemos encontrar mayor
cantidad de enterocitos glandulares (células secretoras de mucosa) que en el intestino grueso
(Figura 13).
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Figura 11. Seccidn de intestino delgado (a) con materia organica en su interior e intestino grueso (b). Se
aprecia gonada en esquina inferior derecha (c).

Figura 12. Intestino grueso. epitelio columnar = EC, tejido conectivo = TC, capa basal = CB

39



Figura 13. Intestino delgado. Microvellosidades sefialadas en recuadros.

Recto

Es posible diferenciar el recto (Figura 14) del intestino porque a pesar de que su constitucion
es curva, no genera ondulaciones circulares, sino que tiene secciones mas alargadas e
irregulares; igualmente posee conformacion trilaminar, donde se observa un epitelio ciliado
columnar simple, seguido de tejido conectivo considerablemente méas grueso que el del
intestino (Figura 15a), que estd sobre una capa basal mioepitelial, ademas, las
microvellosidades de los enterocitos no glandulares tienden a ser mas largas en comparacion

del intestino delgado (Figura 15b).
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Figura 15. Conformacidn trilaminar del recto, tejido conectivo (a), microvellosidades de los enterocitos no
glandulares (b).
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8.1.3 Sistema reproductivo
Gonadas

Debido a que los erizos de mar son organismos didicos, las gdnadas estan bien diferenciadas,
y dependiendo del sexo producen espermatidas dentro de los testiculos (Figura 16) u oocitos
dentro de los ovarios (Figura 16), estas estructuras son érganos saculares grandes y
ramificados. El epitelio de revestimiento (Figura 17) es el elemento mas externo de la pared
gonadal, mientras que las células germinales conforman estos oOrganos. Mediante el
procesamiento histolégico de las gonadas es posible sexar a los individuos, de los 27
individuos procesados en este estudio, 16 son hembras (Figura 17) y 11 son machos (Figura
17).

Figura 17. Oocitos (a) y espermétidas (b). Epitelio de revestimiento = ER
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8.2 Hallazgos histopatoldgicos en los individuos

Del total de los 27 ejemplares colectados, se observaron anormalidades en diferentes tejidos
de 20 individuos. Es importante mencionar, que no solo fue posible observar lesiones
morfoldgicas en los tres individuos caracterizados en campo como enfermos, sino ademas en
ocho sanos de los sitios control y en nueve aparentemente sanos de los sitios considerados
enfermos. Dentro de las diferentes condiciones anormales encontradas en los tejidos destacan
las sefiales de necrosis en diferentes tejidos (Figura 18), pigmentos cafés (Figura 24), colonias
bacterianas (Figura 20) y aglomeraciones de celomocitos (Figuras 23, 25). Estas condiciones
pueden o no estar relacionadas con la presencia de ciliados en los diferentes tejidos. En la
presente seccion se muestran las anormalidades que se observaron en los seis diferentes
tejidos examinados. Los tejidos con mayor prevalencia de anormalidades fueron los del
tegumento, es decir, Tejido ambulacral-interambulacral aboral (AIA) y ambulacral-

interambulacral oral (AlO).

Tejido ambulacral-interambulacral aboral (AlA) y ambulacral-interambulacral oral
(AlO).
En las muestras analizadas de este tejido, el 44.4% (n = 27, individuos totales) de los
individuos presentaron anormalidades sin importar el estado de salud ni el sitio de colecta.
El 66.6% (n = 2) de los individuos enfermos presentaron anormalidades, el 41.6% (n=5) de
los individuos sanos de los sitios de control y del mismo modo 41.6% (n = 5) de los
individuos aparentemente sanos de los sitios considerados enfermos. La presencia de
anormalidades en la testa incluyo tanto la zona oral como la aboral con presencia de ciliados,
asi como sefiales de necrosis en espinas (Figura 19 y 21), pedicelario (Figura 18), y
agregaciones celulares en espinas (Figura 20). Se identifico una seccion de pedicelario con
signos evidentes de necrosis licuefactiva, una alteracion que no estaba presente en otras areas
del mismo tejido. En esta region especifica, el pedicelario perdié completamente su

estructura normal, transformandose en una masa de apariencia liquida y viscosa (Figura 18).
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Figura 18. Seccion histopatoldgica pedicelario que presenta necrosis licuefactiva (NL).
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Figura 19. A. Seccion histopatoldgica de tejido ambulacral-interambulacral aboral (AlIA) con necrosis en
espina. B. La flecha sefiala los ndcleos picnéticos en la espina. C. NP = nucleos picnoticos.

Durante la evaluacion de la testa, se detectdé una espina con una morfologia alterada. Al
inspeccionarla con aumentos mayores en el microscopio, se identificaron colonias
bacterianas adheridas a la superficie, que se distinguian por un tono purpura que contrastaba
con el tejido circundante. Estas colonias no solo estaban pegadas al epitelio de recubrimiento
(Figura 20), sino que también alteraban la estructura normal de la espina (Figura 20). La
presencia de las bacterias parecia interferir con la disposicion habitual de estas estructuras,
sugiriendo un posible impacto en la integridad estructural de la espina y evidenciando un
proceso patoldgico activo en el tejido afectado (Figura 20).
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Figura 20. A. Seccidn histopatoldgica de tejido ambulacral-interambulacral oral (AlO) con colonias
bacterianas en espina. B. La flecha sefiala colonia bacteriana. C. Magnificacion a 50 micras.

Ademas, se identificd una espina con una morfologia visiblemente anormal. Al observar esta
irregularidad, se decidi6 inspeccionarla en detalle mediante aumentos en el microscopio para
captar cualquier anomalia estructural que pudiera estar presente. Bajo una mayor
magnificacion, se localizaron ndcleos picnoticos en el tejido (Figura 21), indicando signos

de dafio celular y posible apoptosis en la region afectada.
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Figura 21. Seccion histopatoldgica de tejido ambulacral-interambulacral oral (AlO) con necrosis en espina
sefialada con flecha (A). NP = nucleos picnéticos.

Aparato bucal (Linterna de Aristoteles)

En cuanto al aparato bucal se observaron ciliados en branquias y en los musculos
interpiramidales, asi como necrosis y sefiales de inflamacion en musculos interpiramidales.
Anormalidades que se identificaron en el 14.8% (n = 27, individuos totales) de los individuos
sin importar el estado de salud ni el sitio de colecta. No se reportan en los individuos
enfermos; pero si hubo anormalidades en 17.6% (n = 3) de los individuos sanos de los sitios
de control y en el 8.3% (n = 1) de los individuos aparentemente sanos de los sitios

considerados enfermos.
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Intestino

En la seccidn de tejido intestinal se detectaron ciliados (Figura 22 y 23), asi como necrosis
licuefactiva no asociadas con los microorganismos mencionados (Figura 24); ademas se
observaron espacios vacios en las terminaciones de las microvellosidades , aunado con
acumulacion de celomocitos (Figura 23). Estas anormalidades se identificaron en el 22.2%
(n = 27, individuos totales) de los individuos sin importar el estado de salud ni el sitio de
colecta. En el 33.3% (n = 1) de los individuos enfermos, en 8.3% (n = 1) de los individuos
sanos de los sitios de control y en el 33.3% (n = 4) de los individuos aparentemente sanos de

los sitios considerados enfermos.

Figura 22. Seccidn histopatoldgica de intestino con presencia de ciliados.

La alteracion antreior, lo indica una degradacion o pérdida de estructura en la superficie de
absorcion intestinal. Estas anomalias podrian sugerir un proceso patolégico localizado, ya
que las demas regiones del intestino mantenian una estructura integra y sin signos de

alteracion.
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Figura 23. A. Seccidn histopatoldgica de intestino con presencia de ciliado. B. Huecos en microvellosidades.
C. Huecos y acumulacion de de celomocitos.

También, se identifico una seccion con signos evidentes de necrosis licuefactiva, un tipo de
muerte celular en la que el tejido afectado se transforma en una masa de apariencia liquida y
viscosa debido a la accién de enzimas digestivas; una alteracion que no estaba presente en
otras areas del mismo tejido. En esta region especifica, el intestino habia perdido
completamente su estructura trilaminar normal, transformandose en una masa liquida y
viscosa (Figura 24) . Este dafio significativo contrastaba con las secciones sanas del tejido,

donde la estructura trilaminar se mantenia integra y organizada.
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Figura 24. Seccion histopatoldgica de intestino que presenta necrosis. NL = Necrosis licuefactiva.

Recto

Durante la evaluacion de las placas de recto, se identificaron multiples alteraciones
patolégicas que no estaban presentes en otras areas del tejido. En estas secciones, se
observaron colonias bacterianas (Figura 25) y la presencia de ciliados, ambos indicativos de
posibles infecciones en la region. Ademas, se detecto la acumulacion de pigmentos marrones
(Figura 25b, d, f) que podrian estar relacionados con procesos de oxidacion o dafio tisular.
También se observé una acumulacion notable de celomocitos (Figura 26), células implicadas
en la respuesta inmunitaria, o que sugiere una reaccion del organismo frente a los agentes
invasores o al dafio tisular. Estas alteraciones estructurales y celulares mostraban una
respuesta patoldgica activa en estas secciones de recto, distinta a la apariencia normal del
tejido en otras zonas analizadas. Anormalidades que se identificaron en el 14.8% (n = 27,
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individuos totales) de los individuos presentaron anormalidades sin importar el estado de
salud ni el sitio de colecta. En el 66.6% (n = 2) de los individuos enfermos, en 8.3% (n = 1)
de los individuos sanos de los sitios de control y en el 8.3% (n = 1) de los individuos

aparentemente sanos de los sitios considerados enfermos.

Figura 25. A-F. Seccion histopatoldgica de diferentes zonas del recto con inflamacion, pigmentos cafés, y
colonias bacterianas sefialadas con un cuadro. | = inflamacién, PC = pigmentos cafés.
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Figura 26. Seccion histopatoldgica de recto con acumulacion de celomocitos.

Gonadas

La presencia de anormalidades en las gdnadas incluy6 pigmentos cafés (Figura 27), asi como
presencia de ciliados y células germinales atrésicas (Figura 28) en las que no se reconocen
en las etapas de desarrollo. Estas anormalidades se identificaron en el 11.1% (n = 27,
individuos totales) de los individuos sin importar el estado de salud ni el sitio de colecta. Se
identificaron en el 66.6% de los individuos enfermos (n = 2), en el 8.3% de los individuos
aparentemente sanos de los sitios considerados enfermos (n = 1); mientras que en los
individuos sanos de los sitios de control no se detectaron anormalidades.
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Figura 27. Seccidn histopatoldgica de génada con pigmentos cafés.

Figura 28. Seccidn histopatolégica de génada con ciliado (flecha). CA = células germinales atrésicas.
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8.3 Frotis heces

Se hicieron tres frotis de heces por individuo en busqueda de ciliados, el contenido se
caracterizd generalmente por materia organica siendo la mayoria restos de algas, se
encontraron ~98 ciliados en 48 muestras de 81 frotis que se hicieron en total (tres por cada
uno de los 27 individuos), asi pues, 59% del total de los individuos colectados presentaron
algln tipo de ciliado en sus heces. Se encontraron tres tipos de ciliados que aun no se logran
identificar, pero cada uno muestra una morfologia diferente, el primero tiene una forma
alargada y presenta cilios en todo su margen externo (Figura 29), el segundo tiene forma de
candado y la mayoria de los cilios los presenta en los bordes del “gancho” o curvatura que se
forma en la parte superior (Figura 30), mientras que el ultimo tiene una morfologia ovalada
con extremos puntiagudos, presentando siempre en un extremo un “cuerno’ y los cilios en el

extremo opuesto (Figura 31).

Figura 29. Escuticocilio similar a Philaster apodigitiformis encontrado en frotis de heces. Magnificacién a
40x.
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Figura 30. Ciliado similar a Parametopidium circumlabens encontrado en frotis de heces. Magnificacién a
40x.

Figura 31. Escuticocilio similar a Entorhipidium triangularis encontrado en frotis de heces. Magnificacion a
40x.
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9. Discusion

Para comprender plenamente un evento de mortalidad masiva, se requieren estudios que
proporcionen las piezas faltantes para resolver el enigma sobre su origen. Para esto, es
necesario considerar muchas perspectivas y hacer analisis completos de distintos factores
para poder llenar los vacios de las interrogantes existentes. De acuerdo con las estimaciones
iniciales se esperaba que los individuos recolectados en campo con lesiones macroscopicas
evidentes (colectados en sitios enfermos) presentaran sefiales de dafio en por lo menos uno
de sus tejidos y una asociacion constante con ciliados en cercania a las zonas de dafio. Asi
pues, los resultados obtenidos demostraron que el 100% de individuos enfermos colectados
(n = 3) presentaron dafio en alguno de sus tejidos; del mismo modo, 74% del total de
individuos colectados (n = 20) presentaron dafio en alguno de sus tejidos. Ademas, cinco de
seis tipos de tejidos presentaron dafio en los individuos que fueron recolectados en campo y
que presentaban lesiones macroscopicas.

De igual manera, se esperaba encontrar sefiales de dafio en individuos aparentemente
sanos colectados en sitios considerados enfermos, y ausencia de anormalidades en los
individuos considerados sanos colectados en sitios control. Sin embargo, se reportaron
lesiones en ocho individuos sanos de los sitios control y en nueve individuos aparentemente
sanos de los sitios considerados enfermos. A pesar de esto, no se demostr6é una asociacion
constante con ciliados en cercania a las zonas de dafio, ya que las condiciones reportadas
pueden o no estar relacionadas con la presencia de ciliados en los diferentes tejidos. Esto nos
impide describir a los ciliados como patogenos principales de la enfermedad. Sin embargo
su asociacion con el dafio merece atencion

La magnitud total del evento de mortandad de Diadema antillarum que comenzo en
enero de 2022 aln no se conoce por completo (Hylkema et al., 2023). Comparado con el
suceso de 1983-1984, las caracteristicas de su propagacion, los sintomas de la enfermedad y
la letalidad varian entre similitudes y diferencias; sin embargo, los signos de enfermedad
observados en D. antillarum durante el brote de 2022 reflejaron los del evento de mortalidad
masiva anterior, incluyendo retraso en el movimiento de las espinas, pérdida de espinas y
necrosis (Hylkema et al., 2023).

En el estudio de una enfermedad, es fundamental llevar a cabo distintos tipos de

investigaciones, como estudios epidemioldgicos, microbiolégicos, inmunoldgicos,
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genéticos, ambientales y ensayos clinicos. Sin embargo, la investigacion patologica, y en
particular la histologia, juega un papel clave (Betyna et al., 2018). La histologia permite
examinar los tejidos afectados por la enfermedad a nivel celular, lo que facilita la
identificacion de cambios estructurales, como inflamaciones, necrosis o alteraciones en la
morfologia de las células (Soltysiak et al., 2014). Esta informacién es esencial para
comprender el desarrollo y el impacto de la enfermedad en los organismos, ya que revela los
mecanismos internos que podrian estar causando los sintomas visibles y la progresion del
dafio (Knoblaugh et al., 2018). La capacidad de observar directamente los efectos de la
enfermedad en los tejidos es una herramienta poderosa para diagnosticar correctamente y
desarrollar intervenciones efectivas (Foulds, 1940). Es por esto, que la caracterizacion
histoldgica de erizos sanos es vital para poder tener un punto de comparacién cuando se
presenta una enfermedad.

El analisis histopatologico de los tejidos arrojo sefiales de anormalidades como
necrosis en diferentes tejidos Figura, pigmentos cafés Figura, colonias bacterianas vy
celomocitos. Estas condiciones pueden estar asociadas a la presencia de ciliados, ya que estos
organismos estan asociados con una respuesta celular del hospedador, indicada por la
fagocitosis de objetos presuntamente extrafios (Smith et al., 2010). No se observaron ciliados
asociados al dafio de manera directa, por lo que no es posible confirmar su relacion con la
enfermedad. Sin embargo, se identificaron sefiales de dafio a nivel microscépico que
precedieron a las manifestaciones macromorfoldgicas en los erizos.

La necrosis, junto con estructuras rotas, fue la anormalidad mas prevalente observada
en los tejidos de los individuos de D. antillarum durante este estudio. Las implicaciones de
la necrosis en los individuos pueden variar de acuerdo a la zona y al grado de dafio que se
presente; una de las implicaciones mas comunes es la pérdida de funcién de las estructuras
dafiadas como se ha visto en los pies ambulacrales (Hylkema et al., 2023). Este hallazgo
coincide con investigaciones previas que han identificado la necrosis como un proceso
patoldgico comln en diversos organismos marinos, particularmente en aquellos expuestos a
condiciones de estrés ambiental o infecciones (Bernet et al., 1999; Costa et al., 2020). La
necrosis es una forma de muerte celular asociada a procesos patoldgicos, caracterizada por
un dafio celular irreversible debido a estimulos nocivos (Adigun et al., 2019). Presenta varios

patrones microscopicos, incluidos los de necrosis liquefactiva, coagulativa, caseosa, grasa y
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fibrinoide, cada uno con caracteristicas macroscépicas e histoldgicas distintas (Tonnus et al.,
2019).

Histologicamente, la necrosis suele mostrar infiltrados inflamatorios, pérdida de la
arquitectura celular y cambios tisulares especificos segun el tipo (Adigun et al., 2019;
Guillen-Climent et al., 2020). Por ejemplo, la necrosis licuefactiva observada en una seccion
histopatoldgica del recto y en un pedicelio (Figuras 17, 23) se caracterizé por la disolucién y
destruccion de las células y tejidos de las estructuras de estos tejidos, resultando en un liquido
viscoso y una pérdida de la estructura normal del recto (Figura 14). La necrosis licuefactiva
puede presentarse como una pérdida de la estructura celular original, donde se observa una
sustancia homogeénea, viscosa y frecuentemente tefiida, lo que indica la presencia de
componentes celulares destruidos, a menudo con una marcada infiltracion de células
inflamatorias, como neutrofilos, que contribuyen a la descomposicion de los tejidos (Adigun
etal., 2019).

En este estudio, se observo la presencia de celomocitos en el tracto digestivo de
algunos individuos colectados , lo que sugiere una posible respuesta inmune localizada en
esta area. Los celomocitos son células inmunitarias presentes en invertebrados, que
desempefian roles cruciales en los mecanismos de defensa (Tahseen, 2009). Estas células
participan en la fagocitosis, encapsulacion e inflamacion, asi como en la sintesis de factores
humorales en anélidos y equinodermos (Tahseen, 2009). En los equinodermos, los
celomocitos son esenciales para las respuestas inmunitarias, trabajando junto a los
componentes humorales para combatir patdégenos (Xue et al., 2023). Aunque estos se
encuentran principalmente en el liquido celémico y no suelen reportarse en el tracto
digestivo, su aparicion en el recto podria indicar una reaccion ante estrés o infecciones
locales, como las que pueden derivarse de la exposicion a patégenos en el entorno (Smith et
al., 2010).

Ademas, se reporta la presencia de pigmentos cafés en tejidos del tracto digestivo y
reproductivos . La presencia de estos pigmentos suele indicar procesos de dafio celular. Puede
deberse a 1) melanina, que se acumula en respuesta a dafios 0 exposicion a radiacion, 2)
lipofuscina, un pigmento de envejecimiento celular que refleja estrés oxidativo cronico; o a

la oxidacion de lipidos y proteinas en tejidos dafiados o necrosados (Shimizu, 1994). A pesar
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de los diferentes posibles origenes de estos pigmentos, se han reportado en las gbnadas de
erizos que atraviesan un proceso de enfermedad como resultado de degeneracién de
celomocitos (Shimizu, 1994). La aparicidn de estos pigmentos podria estar relacionada con
procesos de acumulacion de productos metabolicos derivados de una respuesta inmune o
inflamatoria, ya que se ha sugerido que los pigmentos oscuros en los tejidos de equinodermos
podrian ser indicadores de actividad de células inmunitarias como los celomocitos (Levitan,
1991; Smith et al., 2010). Sin embargo, es necesario realizar estudios adicionales para
determinar si estos pigmentos tienen un papel especifico en la respuesta inmune de los erizos
asi como si son un subproducto de la exposicion a patdgenos o estrés ambiental.

Durante el andlisis histoldgico de los tejidos, se observo la presencia de colonias
bacterianas en algunas regiones, particularmente en el tegumento y en el intestino . Estas
colonias fueron similares a las reportadas por Francis-Floyd et al. (2020), que demostraron
mediante tincion Gram ademas de la tincion Hematoxilina-Eosina, las cuales se encontraron
asociadas con areas de dafio tisular, sugiriendo una posible relacién entre la infeccion
bacteriana y la respuesta inflamatoria observada; pero en el caso de este estudio, no hay dafio
aparentemente asociado a ellas. Sin embargo, aunque las colonias bacterianas presentes en
los tejidos pueden surgir por infeccion patégena, cuando las bacterias aprovechan una lesion
o0 sistema inmunoldgico debilitado, también pueden ser parte de la microbiota normal o
simbiotica que beneficia al animal sin causar dafio (Proctor et al., 2006). Ademas, los
procesos de descomposicion tras la muerte y factores como ambientes contaminados o estrés
también favorecen la colonizacién bacteriana al reducir la eficacia del sistema inmunoldgico
(Burcham et al., 2019). Es importante destacar que, si bien estas bacterias no fueron
observadas en todos los individuos, su presencia en tejidos especificos podria ser indicativa
de infecciones secundarias relacionadas con desequilibrios en el ecosistema o con una mayor
susceptibilidad del huésped debido a factores estresantes.

Se ha documentado que ciertos ecosistemas marinos, como los lechos de pastos
marinos, actlan de manera efectiva para reducir la carga de patdgenos en la columna de agua,
contribuyendo asi a la salud general de los ecosistemas coralinos (Lamb et al., 2017). En
areas donde predominan especies como Thalassia testudinum, Syringodium filiforme y
Halophila stipulacea, la presencia de estos pastos parece estar correlacionada con menores

concentraciones de patdgenos bacterianos en el agua, lo cual se asocia con una mejora en las
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condiciones de salud para los corales y otras especies marinas (Lamb et al., 2017; Hewson et
al., 2023). La accion filtradora de estos pastos marinos no solo captura sedimentos, sino que
también ayuda a mitigar la proliferacion de patdgenos en el entorno, lo que podria reducir la
carga de organismos dafinos para especies como Diadema antillarum.

Sin embargo, la degradacion de los ambientes marinos, a menudo causada por
factores como la contaminacion y la sobreexplotacion, puede llevar a un aumento de zonas
sin cobertura de algas pero ricas en nutrientes (Godard et al., 2024). Las areas con aguas
tranquilas y cercanas a puertos suelen ser mas propicias para el crecimiento de patégenos,
especialmente en ambientes ricos en nutrientes (Godard et al., 2024). Estas condiciones crean
un entorno favorable para el crecimiento rapido y descontrolado de microorganismos
patogenos, que pueden dispersarse facilmente en el ecosistema circundante, particularmente
en condiciones de aguas estancadas o con poca circulacion (Lamb et al., 2017; Godard et al.,
2024). La concentracion de nutrientes y el bajo movimiento de agua facilitan el
establecimiento de estos patdgenos, aumentando asi el riesgo de enfermedades en la fauna
marina cercana.

Ademas, los factores de estrés ambiental, tales como cambios en la temperatura del
agua, salinidad, contaminacion o desequilibrio en nutrientes, pueden afectar a las poblaciones
de erizos incluso en sitios considerados sanos (Medina-Voguel, 2010). Este estrés cronico
puede alterar la fisiologia de los erizos, comprometiendo su sistema inmunoldgico y
favoreciendo la aparicion de dafos tisulares debido a la reorientacion de recursos hacia la
supervivencia (Alonso et al., 2007).

Por otro lado, los patdégenos que causaron la mortalidad masiva podrian haber
persistido en el ambiente, afectando incluso a individuos en sitios no considerados
directamente infectados. Este contacto con patdgenos en el ambiente, aunque en menor
cantidad o menos agresivos que en sitios mas afectados, podria generar lesiones internas en
los erizos aparentemente sanos. Se plante6 la hipotesis de que el patdgeno responsable de la
mortalidad masiva de Diadema antillarum en 2022, se diseminé a traves de corrientes
marinas en toda la region del Caribe (Hewson et al., 2023). De hecho, el brote de 2022 se
expandio rapidamente a través de distancias considerables, aproximadamente 1,300 km de
norte a sur y 2,500 km de este a oeste, lo que apoya la idea de que el patdégeno se movia a

través de corrientes oceéanicas (Lessios, 2016; Hylkema et al., 2023). Esto sugiere que,
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aunque en ciertas areas se redujo la exposicién directa, las corrientes podrian haber llevado
pequefias cantidades del patdgeno a sitios considerados controlados, causando efectos
subclinicos en la fauna local.

Los microorganismos oportunistas también podrian haber jugado un papel, al
aprovechar la debilidad de los erizos y causar infecciones secundarias. Dentro de las
morfologias encontradas en los frotis de heces se observaron ciliados que han sido reprtados
como endosimbiontes en equinodermos (Lynn y Striider-Kypke, 2005; da Silva-Neto et al.,
2016), como un ciliado similar al metopido Parametopidium circumlabens (Figura 29), y un
escuticociliado similar a Entorhipidium triangularis (Figura 30). La relacion entre los erizos
de mar y los ciliados, como Parametopidium circumlabens, Entorhipidium triangularis y
otros escuticociliados, es generalmente de tipo endosimbiotica, con estos microorganismos
habitando en el tracto digestivo de los erizos, donde podrian contribuir al proceso digestivo
0 a la salud intestinal del huésped (Levine, 1972). Sin embargo, estos ciliados tienen un
comportamiento oportunista y, bajo condiciones de estrés, pueden convertirse en patdgenos
(Hewson et al., 2023). En situaciones de desequilibrio, como el estrés ambiental o una
reduccion en la inmunidad del erizo, estos organismos pueden proliferar descontroladamente
y provocar dafios en el tejido, inflamacion e incluso afectar la funcién digestiva de su huésped
(Lynn y Strider-Kypke, 2005).

Dado que nunca se identificd un agente causante responsable de la mortandad de
1983-1984, la principal prioridad de investigacion para la mortandad de 2022 deberia ser
identificar su causa. En este contexto, existen investigaciones que sefialan varios factores
como posibles causas detras de la mortalidad masiva de Diadema antillarum. En primer
lugar, se identificé un escuticocilio similar a Philaster apodigitiformis como el agente
responsable de la mortandad, ya que este microorganismo fue consistentemente asociado con
erizos anormales en sitios afectados, y se demostré que podia causar sintomas similares al
ser inoculado en erizos sanos (Hewson et al., 2023). Ademas, se observaron condiciones
ambientales anormales en algunos sitios, como grandes masas de agua turbia y lluvias
intensas que precedieron a lamortandad (Hylkema et al., 2023); sin embargo, en otros lugares
no se detectaron anomalias, lo que sugiere que los factores ambientales no fueron

responsables en todos los casos.
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También se han propuesto factores de estrés ambiental y disbiosis microbiana como
desencadenantes, dado que estos pueden afectar la salud de los organismos y predisponerlos
a infecciones (Ruiz-Barrionuevo et al., 2024). Finalmente, la propagacién del escuticocilio
podria haber sido facilitada por corrientes de agua, balsas de Sargassum, peces migratorios
0 aves marinas, lo que contribuiria a la diseminacion del patdégeno en distintas areas del
Caribe (Hewson et al., 2023). Estos factores indican que la mortalidad masiva de D.
antillarum es un fenébmeno complejo que involucra interacciones entre microorganismos
patdgenos y las condiciones ambientales.

Hewson et al. (2023) reportaron que de todos los especimenes anormales, la mayor
abundancia de ciliados se observd en los tejidos de la base de las espinas y en la pared
corporal, mientras que los ciliados rara vez se detectaron en muestras del tracto digestivo o
de la génada, y que la deteccidn poco frecuente en el tracto digestivo y en las gonadas de los
erizos anormales sugiere que la infeccion de ciliados es externa y no un crecimiento excesivo
debido a estrés antes de la muerte 0 a una propagacién postmortem. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en esta tesis debido a que hubo una mayor presencia de
anormalidades en el tejido ambulacral-interambulacral de la testa tanto en la zona oral como
en la aboral en comparacién con el tracto digestivo y las génadas. Estos hallazgos resultan
relevantes para este trabajo de investigacién, ya que de igual manera se hallaron ciliados
tanto en los frotis como en los tejidos de los erizos. Se distinguieron tres morfologias
diferentes dentro de todas las muestras observadas, aunque los ciliados encontrados adin no
han sido identificados, lo que podria representar una sefial de enfermedad o suceptibilidad
causada por un sistema inmune deficiente.

Del mismo modo, la prevalencia de anormalidades en los tejidos examinados en esta
tesis, concuerda con el patron de aparicion de ciliados similares a Philaster reportado por
Hewson et al. (2023), ya que sugieren que la asociacion inicial ocurre en los pies
ambulacrales, las espinas y las bases de las espinas; luego, en los tejidos de la pared corporal
alejados de las bases de las espinas y, por ultimo, en el fluido celémico de especimenes
anormales. Esto puede explicar por qué a pesar de tener un nimero bajo de individuos con
sefiales de enfermedad en la muestra, reportamos anormalidades en todos los tejidos de

manera congruente con la sugerencia de los autores. Ya que los tejidos con mayor prevalencia
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de anormalidades fueron los del tegumento, esto quiere decir que la infeccion comienza en
la parte exterior del erizo y avanza cada vez mas hacia tejidos internos.

A pesar de que en este trabajo no se identificé a los ciliados encontrados, se pudieron
diferenciar las morfologias encontradas. Una de ellas, destaca por su similitud con el ciliado
similar a Philaster reportado por Hewson et al. (2023) (Figura 31B). Que al mismo tiempo
presenta una morfologia consistente con taxones de escuticiliados (Sweet et al., 2014; Pan et
al., 2015). El ciliado encontrado en diferentes frotis de heces, presenta una forma alargada y

presenta cilios en todo su margen externo (Figura 31A).

Figura 32. Ciliados con morfologias similares a las descritas para Philaster sp. En A se muestra el ciliado en
este estudio; mientras que en B se muestra el ciliado reportado por Hewson et al. (2023.)

Un estudio realizado por Ruiz-Barrionuevo et al. (2024) de la microbiota indica un
cambio notable en las comunidades bacterianas del intestino de D. antillarum durante el
evento de mortalidad, respaldado por una gran diversidad bacteriana y diferencias en la
composicion en comparacion con la microbiota de los individuos de Diadema recolectados
en 2019. Esta disbiosis podria estar relacionada con la patogénesis y ser una consecuencia
directa del escuticociliado Philaster apodigitiformis, dado que los animales recolectados en
2022 presentaron signos compatibles con escuticociliatosis. Aunque P. apodigitiformis tiene
el potencial de causar enfermedad, no todos los ciliados inducen disbiosis en D. antillarum.

En este sentido, destacan que el microbioma central del grupo afectado por la
mortalidad masiva se asemejaba a bacterias cominmente presentes en la piel y el intestino
humano, lo que sugiere que la contaminacion antropogénica y la contaminacion por aguas

residuales podrian haber contribuido a la disbiosis observada en 2022. EI escuticocilio se
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asocia con erizos que presentan signos de enfermedad, lo que sugiere que el patdgeno causa
dafio a los tejidos del erizo. Esto puede incluir la destruccién de células en los tejidos del
cuerpo y la pared del cuerpo del erizo, lo que compromete su salud general. Los signos de
enfermedad en los erizos infectados pueden progresar rapidamente, con una muerte que
puede ocurrir en cuestion de dias después de la aparicion de los sintomas. Esto indica que el
patdgeno tiene un efecto devastador y rapido sobre la salud de los erizos (Hewson et al.,
2023).

Es por esto que destacan la relacion entre los microbios humanos y las etapas de
enfermedad en el erizo de mar de espinas largas, particularmente en el contexto de la
contaminacion antropogeénica, resaltando la compleja interaccion entre los estresores
ambientales y la salud de los ecosistemas marinos. Aunque estos organismos pueden no ser
la causa directa de la muerte en esta especie de erizos, su presencia y multiplicacion podrian
sefialar problemas subyacentes, como la disminucion de la funcién del sistema inmunologico
debido a la contaminacion, la degradacién del habitat o el cambio climatico, que, en Ultima

instancia, afectan negativamente la salud de estos organismos marinos.
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10. Conclusiones

El analisis histopatologico realizado en Diadema antillarum durante este estudio revela una
serie de anormalidades en diversos tejidos, que incluyen necrosis, pigmentos celulares,
colonias bacterianas y acumulaciones de celomocitos. De los 27 individuos colectados, 20
presentaron anormalidades en uno o varios tejidos, lo que contradijo la hipotesis planteada
porque la prevalencia de lesiones en individuos aparentemente sanos colectados en sitios
considerados enfermos, e individuos considerados sanos colectados en sitios control fue
mayor de lo que se esperaba. La presencia de ciliados en varios tejidos, como el aparato
bucal, intestino, tejido ambulacral-interambulacral, recto y gbnadas, podria ser debido a una
relacion potencial entre estos organismos y la respuesta celular de los erizos, manifestada a
través de fagocitosis y formacién de aglomeracion de celomocitos en diferentes tejidos.

La observacion de ciliados en la mayoria de los tejidos afectados en este estudio
también resalta la importancia de un sistema inmune funcional y la necesidad de una
caracterizacion histolégica completa en erizos sanos para establecer comparaciones en
estudios de enfermedades. A pesar de no identificar la causa exacta de las anormalidades, la
presencia de estos organismos en los tejidos afectados podria ser consecuencia de un
desequilibrio inmunolégico o ambiental en los ecosistemas marinos.

Las lesiones en tejidos de individuos aparentemente sanos podrian deberse a una
combinacion de factores, incluyendo infecciones latentes, estrés ambiental, accion de
organismos facultativos y la presencia de patégenos en el ambiente, 0 a un proceso de
enfermedad inicial que aun no presenta sefiales externas. Estas posibles explicaciones
subrayan la complejidad del evento de mortalidad y resaltan la importancia de realizar
andlisis histologicos detallados para entender los efectos a largo plazo de este tipo de eventos
en poblaciones de especies clave como Diadema antillarum y su papel en los ecosistemas
coralinos del Caribe.

El estudio de la patologia en D. antillarum mediante la histologia ofrece una
perspectiva clave para comprender los mecanismos de enfermedad en esta especie y resalta
la importancia de monitorear factores ambientales y microbioldgicos en la conservacién de
los ecosistemas de arrecifes. La implementacion de investigaciones futuras que profundicen

en la identificacion de los ciliados presentes y en el anélisis de factores ambientales podria

65



proporcionar una comprension mas completa de los factores que desencadenan eventos de

mortalidad masiva en D. antillarum, y en Gltima instancia, contribuir a su preservacion.
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