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RESUMEN

Recientemente, una serie de enfermedades infecciosas en la piel de los anfibios se han
atribuido a un grupo de organismos poco conocido, los dermocistidios (orden
Dermocystida, clase Mesomycetozoea). En el afio 2017, estos parasitos fueron detectados
en una poblacion de triton palmeado (Lissotriton helveticus) en A Limia (Ourense,
Galicia). Desde entonces, se han efectuado anualmente prospecciones en esa localidad
para estudiar la incidencia del patogeno y conocer la dindmica de la enfermedad.
Asimismo, en este trabajo se realizaron analisis patoldgicos e histoldgicos de individuos
infectados para caracterizar al parasito, y se estudié la evolucion de la enfermedad en la
transicion de la fase acudtica a la fase terrestre de tritones enfermos. Las lesiones
observadas mostraron una gran similitud con las descritas en otras poblaciones infectadas
de triton palmeado en Escocia y Francia, por lo que es probable que el organismo
patdgeno se trate de la misma especie, Amphibiothecum meredithae. De la misma manera,
los tritones infectados parecen resolver la enfermedad al cambiar de fase de su ciclo
biolégico. En conclusidn, la infeccion por dermocistidios puede llegar a presentar una
elevada morbilidad, pero no es letal en la mayoria de las ocasiones. En la poblacién
infectada de A Limia, estos parasitos permanecen actualmente restringidos a un pequefio

grupo de charcas.
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RESUMO

Recentemente, unha serie de enfermidades infecciosas na pel dos anfibios atribuironse a
un grupo de organismos pouco cofiecido, os dermocistidios (orde Dermocystida, clase
Mesomycetozoea). No ano 2017, estes parasitos foron detectados nunha poboacion de
limpafontes palmado (Lissotriton helveticus) na Limia (Ourense, Galicia). Dende enton,
fixéronse mostraxes nesa localidade para estudar a incidencia do patdxeno e cofiecer a
dindmica da enfermidade. Asi mesmo, neste traballo realizaronse analises patoldxicas e
histoloxicas de individuos infectados para caracterizar ao parasito, e estudouse a
evolucion da enfermidade na transicion da fase acuatica a fase terrestre dos limpafontes
enfermos. As lesions contempladas mostraron unha gran similitude coas descritas noutras

poboacions infectadas de limpafontes palmado en Escocia e Francia, polo que € probable



que 0 organismo patoxeno sexa da mesma especie, Amphibiothecum meredithae. Do
mesmo xeito, os limpafontes infectados semellan resolver a enfermidade ao cambiar de
fase do seu ciclo bioldxico. Para rematar, a infeccion por dermocistidios pode presentar
unha elevada morbilidade pero non é letal na maioria das ocasiéns. Na poboacion
infectada da Limia, estes parasitos mantéfiense actualmente restrinxidos a un pequeno

grupo de charcas.

Palabras clave: Dermocystida, Mesomycetozoea, Amphibiothecum, enfermidades

emerxentes, infeccion, pel, limpafontes palmado, anfibios.

ABSTRACT

Recently, a series of amphibian infectious skin diseases have been attributed to a poorly
known group of organisms, the dermocystid (order Dermocystida, class
Mesomycetozoea). In 2017, these parasites were found in a population of palmate newt
(Lissotriton helveticus) in A Limia (Ourense, Galicia). Since then, surveys have been
carried out annually in that locality to study the incidence of the pathogen and to
understand the disease dynamics. Furthermore, pathological and histological analysis of
infected newts were performed to characterize the parasite, and the development of the
disease during the transition from the aquatic phase to the terrestrial phase was also
studied. The observed lesions showed a high similarity to those described in other infected
populations of palmate newt in France and Scotland, so it is likely that the pathogenic
organism belongs to the same species, Amphibiothecum meredithae. Similarly, infected
newts seem to resolve the disease by changing the phase of their biological cycle. In
conclusion, the dermocystid infection may have a high morbidity, but it is not lethal in
most cases. In the infected population of A Limia, these parasites are currently restricted
to a small group of ponds.

Key words: Dermocystida, Mesomycetozoea, Amphibiothecum, emerging diseases,
infection, skin, palmate newt, amphibians.
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1. INTRODUCCION

Los anfibios constituyen un grupo de vertebrados formado por mas de 8000 especies
divididas en tres drdenes: Anura (ranas y sapos), Caudata (salamandras) y Gymnophiona
(cecilias). El origen de los anfibios se remonta a hace més de 300 millones de afios, pero
en las Gltimas décadas han experimentado un descenso global de sus poblaciones
(AmphibiaWeb, 2019).

Los primeros indicios de este declive se revelaron en el First World Congress of
Herpetology en el afio 1989, donde la comunidad cientifica advirtio que esta perdida
estaba ocurriendo de forma simultanea en diferentes partes del mundo. En afos
posteriores se realizaron evaluaciones de las poblaciones de anfibios, observandose que
aproximadamente un tercio de las especies estaban amenazadas y que un 43% estaban

experimentando alguna forma de disminucién poblacional (Stuart et al., 2004).

El tamafio de las poblaciones de los anfibios puede fluctuar de forma natural (Pechmann
& Wilbur, 1994). Sin embargo, estos eventos estocasticos naturales no pueden explicar
la rapidez ni la extension de los declives (Blaustein & Wake, 1990; Stuart et al., 2004).
Existen numerosos factores que contribuyen al declive global de los anfibios, entre los
que destacan la destruccidn, alteracion y fragmentacion del habitat (Cushman, 2006), los
contaminantes quimicos (Blaustein et al., 2003; Relyea & Diecks, 2008), las especies
invasoras (Adams, 2000; Vredenburg, 2004) y la sobreexplotacion (Jennings & Hayes,
1985; Jensen & Camp, 2003). Estas circunstancias afectan tanto a anfibios como a otros
grupos de organismos. No obstante, existen otros factores a los que los anfibios son mas
susceptibles e incluso pueden perjudicar a aquellos que ocupan héabitats inalterados. Estos
elementos son el cambio climatico (Pounds et al., 2006), el incremento de la radiacién
ultravioleta-B (Blaustein et al., 2003) y las enfermedades emergentes (Berger et al., 1998;
Daszak et al., 2000; Cunningham et al., 2008). Muchos de estos factores pueden
establecer interacciones sinérgicas entre ellos, agravando los efectos que provocan sobre

la supervivencia de los anfibios (Kiesecker & Blaustein, 1995; Pounds et al., 2006).

Entre las enfermedades emergentes, la quitridiomicosis, producida por el patdgeno
fangico Batrachochytrium dendrobatidis, y los ranavirus de la clase Iridoviridae, son los
principales responsables de los eventos de mortalidad masiva en anfibios, que han llevado
a la extincion a algunas especies (Duffus & Cunningham, 2010). Ademas, otros agentes

como bacterias, trematodos y oomycetes patogenos (como Saprolegnia ferax), se han

1



relacionado con la mortalidad y la disminucion de las poblaciones de anfibios (Carey,
1993; Johnson et al., 2002; Kiesecker et al., 2001).

En los ultimos afios, un ndmero creciente de enfermedades infecciosas en la piel de los
anfibios han sido atribuidas a un grupo de organismos poco conocido, los dermocistidios.
Estos organismos pertenecientes a la clase Mesomycetozoea (orden Dermocystida)
infectan a mamiferos, aves, peces y anfibios. En este dltimo grupo, los géneros
Amphibiocystidium y Amphibiothecum han sido identificados como los agentes

infecciosos (Pascolini et al., 2003; Feldman et al., 2005).

En anfibios, las infecciones por dermocistidios se manifiestan por la presencia de lesiones
cutaneas en forma de quistes o nddulos multifocales. Estos quistes, rellenos de
endosporas, pueden estar acompafiados de hemorragias subcutaneas extensas (Gonzéalez-
Hernandez et al., 2010). Segun Densmore & Green (2007), las infecciones por
dermocistidios raramente causan mortalidad en sus hospedadores. No obstante, la

informacidn existente acerca de estos organismos y de su ciclo bioldgico es muy escasa.

En Europa, se han reportado infecciones por dermocistidios en poblaciones de anfibios
de Italia (Pascolini et al., 2003), Francia (Gonzalez-Hernandez et al., 2010; Courtois et
al., 2013), Suiza (Guyénot & Naville, 1922), Checoslovaquia (Broz & Privora, 1952),
Escocia (Fiegna et al., 2017) y Espafia (Galan & Dopereiro, 2017; Martinez-Silvestre et
al., 2017; Diego-Rasilla, 2017). Es de sefialar que los primeros datos sobre la presencia

de dermocistidios en anfibios ibéricos son muy recientes (afio 2017).

En el presente trabajo se estudia como afecta esta enfermedad a una poblacion natural de
tritdbn palmeado (Lissotriton helveticus). La finalidad de este estudio es contribuir al
conocimiento sobre esta afeccion y realizar un seguimiento de la incidencia de los

dermocistidios en dicha poblacién.



2. OBJETIVOS

1. Recopilar la informacién disponible de esta enfermedad que afecta a anfibios, sobre
la que se poseen muy pocos datos en la actualidad.

2. Estudiar la incidencia de la enfermedad en una poblacién natural de Lissotriton
helveticus.

3. Detallar las lesiones originadas por estos parasitos, tanto a nivel macroscopico como
histoldgico, y compararlas con las de otras poblaciones infectadas por dermocistidios.

4. Describir la evolucion de la enfermedad entre las fases acudtica y terrestre en
individuos infectados.

5. Prospectar la zona como sistema de alerta temprana ante una posible expansion de la
enfermedad.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Zona de estudio

El &rea de estudio se encuentra en la comarca de A Limia, cerca de la localidad de Sainza
de Abaixo (ayuntamiento de Rairiz de Veiga, provincia de Ourense). Esta comarca esta
formada por la depresién morfotectonica semiendorreica de la antigua laguna de Antela
y su periferia montafiosa. El entorno presenta una morfologia mayoritariamente de
[lanura, con baja capacidad de drenaje, experimentando inundaciones recurrentes en las

estaciones lluviosas (Villarino et al., 2017).

Por su situacion geografica y altitud, esta zona se clasifica en la region fitoclimatica
mediterrdnea subhumeda de tendencia atlantica (clasificacion de Allué). Presenta una
fuerte tendencia continental que se manifiesta en una gran amplitud térmica, con medias
de temperaturas minimas absolutas de -6 °C y medias de las maximas absolutas superiores
a los 30 °C (Villarino et al., 2017).

En cuanto a la flora, la comarca de A Limia se encuentra en el limite entre las regiones
Eurosiberiana y Mediterranea, por lo que exhibe influencia de ambas regiones
biogeogréaficas. La vegetacion climax de este entorno estd representada por la alianza
Quercion Occidentale, orden Quercetalia Robori-Petraea, clase Quercetea Robori-Petraea
(Bellot, 1966) y por la alianza Quercion Robori-Pyrenaicae, orden Quercetalia Robori-

Petraea, clase Querco-Fagetea (Rivas-Martinez, 1987). Esta vegetacion se encuentra en
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regresion como consecuencia de los procesos de concentracion parcelaria (Villarino et
al., 2017).

El area estudiada esta conformada por una agrupacion de charcas estacionales situadas en
un herbazal delimitado por formaciones boscosas y una pista asfaltada (UTM 1x1 km:
29T NG 9657; 613 msnm). La cobertura vegetal es principalmente herbacea, mientras
que la comunidad de matorral es dispersa y esta integrada fundamentalmente por Ulex
europaeus, U. galli, Rubus spp., Calluna vulgaris y Erica spp. Respecto a la vegetacion
arbolada de la zona, predominan Betula pubescens, Quercus robur, Corylus avellana,

Castanea sativa, Salix atrocinerea y Alnus glutinosa.

Las charcas, originadas por depresiones naturales en el terreno, son de caracter estacional
y presentan una buena cobertura vegetal. Se ha detectado Potamogeton spp. y Baldellia
ranunculoides como vegetacion acuética dominante. El espacio préximo al grupo de
charcas es utilizado como pasto para el ganado, empleando como abrevaderos otras masas

de agua.

3.2. Especie estudiada

La especie objeto de este estudio es el triton palmeado (Lissotriton helveticus). En la
peninsula ibérica este urodelo ocupa fundamentalmente la franja norte, utilizando una
gran variedad de medios acuaticos como marismas, charcas, arroyos y abrevaderos.
Muestra preferencia por masas de agua con vegetacion sumergida, pero no es muy
exigente con la calidad de las aguas que ocupa (ver revision bibliografica en Diego-
Rasilla, 2011). Se trata de una especie de caracter eurosiberiano, ocupando en Ourense
una zona de transicién bioclimatica, por lo que su presencia en esta provincia es

relativamente escasa.

La actividad de esta especie varia en funcion de la climatologia, siendo habitual que
presente un periodo de actividad acuatica entre diciembre y junio y un periodo de
actividad terrestre el resto del afio (Galan & Fernandez-Arias, 1993). La reproduccién
tiene lugar durante la fase acuatica, ocurriendo en la zona de estudio entre los meses de
febrero y marzo (datos propios). Entre la fase acuéatica y la fase terrestre los tritones
experimentan una serie de cambios fisiologicos y morfoldgicos, entre los que resulta

interesante destacar cambios estructurales en la piel.



Estos cambios no han sido descritos detalladamente en Lissotriton helveticus, pero si en
otras especies del género Lissotriton (Czopek, 1959). Se ha observado que la piel de los
tritones en fase acuatica es mas lisa, delgada y con poco estrato cérneo, mientras que los
tritones en fase terrestre presentan una piel mas gruesa y queratinizada, con numerosas
verrugas diminutas en la superficie de la epidermis. Esta piel en fase terrestre
impermeabiliza al animal en mucha mayor medida que la piel en fase acuética, que

favorece procesos de intercambio gaseoso.

3.3. Metodologia de muestreo

Desde el descubrimiento de esta poblacion de Lissotriton helveticus afectada por
dermocistidios en el afio 2017 (Galan & Dopereiro, 2017), se realizaron prospecciones en
busqueda de tritones infectados en los meses de febrero y marzo de los afios 2018 y 2019.

Para la realizacion de los muestreos se siguié la siguiente metodologia:

1. Registro de la fecha, hora de inicio y fin del muestreo. Se describié la climatologia
durante la prospeccion, ademéas de georreferenciar las zonas con un dispositivo GPS
Garmin eTrex Legend.

2. Registro de datos del medio acuatico segun la bibliografia descrita en Galan (2017). Se
tomaron los siguientes datos: (i) tipo de medio acuatico, (ii) longitud y anchura, (iii)
profundidad maxima, (iv) porcentaje de superficie cubierta por vegetacion acuética y por
vegetacion terrestre sumergida, (v) movimiento del agua, (vi) permanencia de la charca

y (vii) naturalidad.

3. Determinacion de los valores de pH en los diferentes medios acuaticos de la zona de
estudio. Se realizaron cuatro medidas en cada una de las masas de agua, para ello se utilizo
un medidor WaterPro WK056. Debido a la falta de disponibilidad de un medidor de pH
desde el comienzo del estudio, estos datos solo pudieron ser recogidos en una de las

sesiones de muestreo.

4. Inspeccion visual del medio acuatico y del medio terrestre adyacente en busca de

anfibios.

5. Busqueda de anfibios utilizando una red de mano (40 cm de diametro). Se tuvo en

cuenta el numero de pasadas de red para estandarizar el esfuerzo de muestro y se



contabilizaron el nimero de ejemplares capturados de Lissotriton helveticus para tener

una estima de la abundancia relativa de la especie.

6. Comprobacion macroscopica de la presencia de lesiones cutaneas y registro de los
ejemplares sanos y enfermos en funcion del sexo. Se describio la localizacion de las

lesiones en el cuerpo de los animales infectados.

7. Categorizacion de las lesiones dérmicas en base a las manifestaciones clinicas
observadas, tomando como referencia el trabajo de Clarke (2017), en el que se clasifican
las lesiones originadas por dermocistidios en cuatro tipos:

e Quistes: lesiones discretas y de pequefio tamafio (~1mm) que no muestran
inflamacion.

e Lesiones nodulares: lesiones formadas por un quiste de mayor tamafio (2-5mm)
0 varios quistes pequefios agrupados.

e Edemas: inflamaciéon originada por la acumulacion de liquido que puede
manifestarse de manera localizada o generalizada.

o Ulceras: roturas en la piel originadas por el desarrollo de los quistes.

8. Realizacion de fotografias de los ejemplares infectados y sanos de tritdn palmeado,
ademas de las otras especies encontradas. Para ello se emple6 una cdmara Nikon D3300
y un objetivo AF-S DX Micro NIKKOR 40mm f/2.8G.

Todas estas medidas se realizaron in situ, llevando a cabo las acciones necesarias para
minimizar el estrés de los animales y con los permisos pertinentes expedidos por la Xunta
de Galicia, Conselleria de Medio Ambiente e Ordenacion do Territorio (nUmero de
expediente: EB-003/2018).

Puesto que inicialmente los tritones infectados solo fueron encontrados en una charca y
la zona de estudio abarca también varios medios acudticos circundantes, se tomaron
precauciones para evitar una posible contaminacion. Estas medidas de prevencion
consistieron en comenzar los muestreos desde los medios acuaticos mas alejados a la
charca infectada e ir acercandose progresivamente, ademas de la utilizacién de un

segundo par de botas de goma y otra red de mano en la charca infectada.

Una vez finalizados los muestreos, todo el material utilizado fue desinfectado utilizando
desinfectante Virkon®S.



3.4. Analisis estadistico

La recopilacién de datos se realizo en varias jornadas de muestreo entre los afios 2018 y
2019. En la jornada del 30/03/2019 el tamafio de muestra obtenido fue notablemente
mayor que en el resto, por lo que se realizaron los anélisis estadisticos Unicamente a partir
de los datos extraidos de esta sesion. De esta manera se evito la pseudoreplicacion de los

datos por recapturas de individuos.

Se determind si existian diferencias estadisticamente significativas en la prevalencia de
la enfermedad entre charcas, para ello se construyeron tablas de contingencia y se realizé
una prueba 2 aplicando la correccion de Yates. Posteriormente, se analizaron los residuos
de la prueba para determinar si las frecuencias observadas eran mas altas 0 mas bajas que

las esperadas. En ningun caso las frecuencias esperadas fueron <5.

Para comprobar si los machos y las hembras infectados tenian el mismo ndmero medio
de lesiones o no, se realizd la prueba no paramétrica de suma de rangos de Wilcoxon
aplicando la correccién por continuidad. Previamente se comprobd la condicion de
normalidad mediante el test Shapiro. Para todos los andlisis, el nivel de significacion

estadistica utilizado fue de 0,05.

Todos los andlisis estadisticos fueron realizados en el entorno R 3.6.0 (R Core Team,
2019).

3.5. Analisis histoldgico

Una hembra adulta de Lissotriton helveticus que mostraba numerosas lesiones cutaneas
por todo el cuerpo fue eutanasiada con la intencién de realizar cortes histolégicos de los
quistes para su observacion al microscopio éptico (expediente de permiso: EB-072/2018).
Para realizar este procedimiento el triton fue anestesiado sumergiéndole en una solucion
de metanosulfonato de tricaina (MS-222). A continuacion, fue sacrificada y se realiz6 una
autopsia del ejemplar con el proposito de buscar quistes internos, dado que en ciertas
ocasiones se han localizado quistes en el higado de tritones infectados (Pascolini et al.,
2003; Feldman et al., 2005; Raffel et al., 2008; Gonzélez- Hernandez et al., 2010; Fiegna
etal., 2017).

Las muestras de los quistes fueron preservadas en fijador Bouin para su procesado. Se

deshidrataron en alcoholes de concentracion creciente (80%, 96% y 100%) y se aclararon
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con xileno para su posterior inclusion en parafina. Los tejidos fueron seccionados con un
grosor de 12 um y preparados para una tincién con hematoxilina y eosina (H&E). Para
realizar la tincidn se siguieron los protocolos estandarizados descritos en Feldman &
Wolfe (2014).

Las imégenes microscopicas fueron realizadas con un microscopio Nikon Eclipse 90i y

una camara Olympus DP71.

3.6. Analisis de la enfermedad entre las fases acuatica y terrestre

Con el objetivo de recopilar informacion acerca de como evoluciona la sintomatologia de
la enfermedad entre las fases acuética y terrestre, se capturé un macho de L. helveticus y

se observo la transicion entre fases en cautividad.

El ejemplar fue retenido en un terrario a temperatura ambiente y en condiciones de
humedad. El espacio que ocupaba estaba dividido en dos zonas, una zona acuatica y una
zona terrestre cubierta por musgo. Los cambios de agua se realizaron cada 5 dias y las
aguas residuales fueron desinfectadas con Virkon®S de manera previa a su eliminacion.
El alimento proporcionado consistié en lombrices vivas, las cuales eran suministradas

cada dos dias.

Se efectuaron reconocimientos diarios para observar el estado del triton en los que se
realizaron fotografias para registrar la evolucion del mismo. Finalizada la transicién a
fase terrestre el animal fue sacrificado siguiendo las recomendaciones descritas por la
Comision Europea para la eutanasia de animales utilizados en experimentacion (Close et

al., 1996). Expediente de permiso para su eutanasia: EB-072/2018, Xunta de Galicia.



4. RESULTADOS

4.1. Muestreos y analisis de datos

Inicialmente, s6lo se detectaron tritones infectados en uno de los medios acuaticos
examinados. Esta masa de agua (charca 1) se clasifica en el tipo <<charcas estacionales en
herbazales humedos no higroturbosos>> descrito en Galan (2017). La charca presenta una
superficie de 20 m? con una profundidad maxima de 60 cm. La cobertura vegetal es
abundante, estando representada en un 60% por vegetacion acudtica y en un 40% por
vegetacion terrestre sumergida. Estas dimensiones pueden experimentar cambios en
funcién de las precipitaciones. Se trata de un medio acuatico natural, con corriente nula

y de caréacter estacional.

Como se ha descrito con anterioridad, la zona de estudio esta constituida por un grupo de
charcas situadas en un herbazal. En todos los muestreos realizados en los ultimos tres
afios, solo se encontraron tritones infectados en la charca 1, pero en la ultima sesion de
muestreo del afio 2019 (30 de marzo) se observaron ejemplares infectados en varios
medios acudticos circundantes. Estas masas de agua muestran caracteristicas similares a
la charca donde inicialmente se descubrieron, con variaciones en su superficie,
profundidad méxima, y proporcién de vegetacion acuatica y vegetacion terrestre
sumergida (ver Anexo | y Anexo IlI).

En lo referente a los valores de pH, se obtuvieron medidas similares en todos los medios
acuaticos de la zona de estudio. Los datos se registraron el dia 30/03/2019 y el pH result6
ser ligeramente &cido, con valores que oscilaron entre 6,1y 6,6.

En todas las sesiones de muestreo se detectaron tritones infectados por dermocistidios.
Estos tritones mostraron lesiones cutaneas con diferentes niveles de afeccion, desde unos
pocos quistes hasta nédulos multifocales con hemorragias subcutaneas extensas (Figura
1a). Los quistes presentaban una forma esférica con un color blanquecino-grisaceo que,
en funcion de su ubicacion y abundancia, otorgaban al animal un aspecto deformado. En
algunas ocasiones, se observaron ejemplares que acompariaban estas lesiones quisticas

con edemas severos por todo el cuerpo (Figura 1b).



Figura 1: a) Macho de Lissotriton helveticus infectado por dermocistidios. Se aprecian quistes dérmicos
extendidos por todo el cuerpo junto con hemorragias locales. b) Hembra de la misma especie que
presenta un edema severo generalizado ademas de los quistes. Fotos: David Dopereiro.

La prevalencia de estas lesiones en la charca 1 muestra una gran variacion entre las
diferentes jornadas, oscilando entre un 5,3% y un 100% (Tabla 1). La abundancia relativa
de la especie en la misma charca también muestra una gran fluctuacion, capturandose
desde 4 individuos en 35 pasadas de red hasta 151 individuos con el mismo nimero de
pasadas de red (Tabla 1).

Jornada de Hembras Machos Total Hembras Machos Total
muestreo capturadas capturados capturados infectadas infectados | infectados
24/02/2018 2 2 4 2 (100%) 2 (100%) 4 (100%)
17/03/2018 5 3 8 4 (80%) 3(100%) | 7(87,5%)
02/02/2019 14 5 19 1(7,1%) 0 (0%) 1(5,3%)
24/02/2019 23 13 36 4 (17,4%) 7 (53,8%) 11 (30,5%)
30/03/2019 78 73 151 52 (66,7%) 49 (67,1%) | 101 (66,9%)

Tabla 1: Datos obtenidos en la charca 1. Nimero de ejemplares de Lissotriton helveticus capturados,
clasificados en funcién del sexo y de la presencia de la infeccion, durante las diferentes sesiones. Entre
paréntesis se indica la prevalencia de las lesiones.

En la jornada de muestreo del dia 30 de marzo de 2019 se localizaron ejemplares
infectados en las charcas circundantes. Este dia, la prevalencia de la enfermedad en los

medios acuéticos adyacentes fue de un 50%, en comparacién con la charca 1 que fue de

un 66,9% (Tabla 2).
charca Hembras Machos Total Hembras Machos Total
capturadas | capturados | capturados | infectadas | infectados | infectados
1 78 73 151 52 (66,7%) | 49 (67,1%) | 101 (66,9%)
Circundantes 28 30 58 14 (50%) 15(50%) 29 (50%)
TOTAL 106 103 209 66 (64,7%) | 64 (59,8%) | 130 (62,2%)

Tabla 2: Datos obtenidos del muestreo del 30/03/19. Numero de ejemplares de Lissotriton helveticus
capturados, clasificados en funcién del sexo y de la presencia de la infeccion. Entre paréntesis se indica la
prevalencia de las lesiones.
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Al realizar los andlisis estadisticos observamos que las diferencias de prevalencia entre la
charca 1 y el conjunto de charcas circundantes, son estadisticamente significativas
(x*=4,39; p-valor=0,036). Al comparar los valores residuales podemos observar que las
frecuencias observadas fueron mas altas que las esperadas para los individuos enfermos

de la charca 1 y para los ejemplares sanos de las charcas circundantes (Tabla 3).

Tritones Enfermos Sanos

Charcas
1 0,73 -0,937
Circundantes -1,178 1,511

Tabla 3: Valores residuales de la prueba 2.

Las lesiones de los tritones se localizaron en mayor proporcion en la region dorsolateral
del cuerpo, seguidas de la cola y, en menor medida, las otras regiones del cuerpo (Figura
2). Dentro de las lesiones observadas, los quistes fueron registrados en mayor nimero,
representando el 94% de todas las lesiones descritas. EI promedio de las lesiones por
individuo fue menor en machos (3,4 lesiones/individuo) que en hembras (3,9

lesiones/individuo).

Lesiones originadas por dermocistidios
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Figura 2: Numero de lesiones dérmicas encontradas en Lissotriton helveticus, clasificadas en funcién de
su localizacion en el cuerpo y en funcién del sexo. Estos datos corresponden a los ejemplares infectados
capturados en la sesién de muestreo del 30/03/19.
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Para analizar si existen diferencias estadisticamente significativas en el nimero medio de
lesiones entre machos y hembras, se realizd la prueba no paramétrica de suma de rangos
de Wilcoxon, ya que previamente se comprob0 la falta de normalidad de los conjuntos de

datos mediante el test Shapiro (p-valor < 0,05).

Con los valores obtenidos de la prueba de Wilcoxon (W=2348; p-valor=0,266) podemos
concluir que no existen diferencias estadisticamente significativas en el nimero medio de

lesiones entre machos y hembras.

La mortalidad de Lissotriton helveticus registrada en la zona de estudio fue baja,
observandose Unicamente dos individuos muertos durante todas las sesiones de muestreo.
Uno de los ejemplares fue detectado en estado de descomposicion y no mostraba signos
claros de estar infectado por dermocistidios. Sin embargo, el otro ejemplar presentaba
quistes en su cuerpo de los cuales emergian hifas, evidenciando la presencia de hongos

en asociacion con la enfermedad (Figura 3).

Durante las jornadas de muestreo se detectaron otras especies de anfibios conviviendo en
simpatria con Lissotriton helveticus. Estas especies fueron: triton ibérico (Lissotriton
boscai), tritobn jaspeado (Triturus marmoratus), salamandra comun (Salamandra
salamandra), rana comun (Pelophylax perezi), ranita de San Antonio (Hyla molleri) y
sapillo pintojo (Discoglossus galganoi). Estas especies fueron registradas en densidades
menores que Lissotriton helveticus y en ninguna de ellas se detect6 la presencia de quistes

u otras lesiones cutaneas.

Figura 3: a) Ejemplar de Lissotriton helveticus localizado muerto. Las flechas rojas sefialan los quistes

acompafados de crecimiento flngico. b) Detalle de las hifas observadas en uno de los quistes en el mismo
ejemplar. Fotos: David Dopereiro.
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4.2. Autopsia y analisis histopatologico

Durante el examen postmortem del ejemplar autopsiado no se detecto la presencia de
quistes en los 6rganos internos del animal. Se detectaron un total de 17 quistes repartidos
por la zona dorsolateral, abdomen, cabeza, cadera y cola (Figura 4a). El ejemplar
presentaba las siguientes medidas: 61,2 mm de longitud total; 33,8 mm de hocico-cloaca

y un peso de 1,122 g.

A simple vista los quistes presentaban un color blanquecino-grisaceo y un aspecto
esponjoso; no obstante, la consistencia era dura. Al ejercer una ligera presion sobre los

mismos mostraban facilidad para ser expulsados al exterior (Figura 4b).

'\{ _g; <
k A
Figura 4: a) Hembra de Lissotriton helveticus a la que se le practico la eutanasia y se le realizo la autopsia.
b) Vista macroscépica de dos quistes. Fotos: David Dopereiro.

Las iméagenes histologicas confirman que la naturaleza de los quistes es compatible con
una infeccion originada por dermocistidios. Los quistes muestran una estructura esférica
e irregular, localizandose por debajo de la epidermis y deformando los estratos esponjoso
y compacto de la dermis (Figura 5a). Estan separados del tejido del hospedador por unas

paredes eosinofilicas de aproximadamente 5 um de grosor (Figura 5b).

En el interior de los quistes se pueden observar estructuras basofilicas compatibles con
endosporas en desarrollo. Estas estructuras mayoritariamente presentan una morfologia
semicircular de 8 um de diametro y se encuentran agrupadas en camaras ovaladas de 10-
25 um de largo. Cada camara esta formada por 2-4 esporas en division, lo que parece
sefialar que estas estructuras todavia no han madurado (Figura 5c¢). A medida que nos
acercamos a la pared externa, en el lumen del quiste, las esporas adquieren un mayor
tamano (15 pum), dejan de estar agrupadas y se tifien méas intensamente de hematoxilina,
lo cual indica el estado de madurez de las mismas (Figura 5d). Durante el examen

histoldgico no se detectaron evidencias de flagelos en ninguna de las esporas.
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Flgura 5: a) Qulste intradérmico originado por un para5|to deI orden Dermocystida. El quiste esta

parcialmente lleno de endosporas. b) Las esporas inmaduras (flecha azul) aparecen en una posicién mas
interna del quiste, mientras que las esporas maduras (flecha amarilla) ocupan una posicién mas externa,
embebidas en el lumen del quiste. c) Esporas inmaduras almacenadas en cdmaras. d) Esporas maduras.
Estructuras especificas: (q) quiste; (ep) epidermis; (g) gldandula mucosa; (m) tejido muscular; (p) pared del
quiste. Fotos: David Dopereiro.

4.3. Evolucion de la enfermedad entre las fases acuética y terrestre

El triton empleado para este analisis fue retenido en cautividad durante 25 dias. A lo largo
de este periodo el ejemplar experimentd la transicion entre su fase acuatica y su fase
terrestre. Mostré una retraccion de las palmeaduras en sus extremidades posteriores, de
la cresta dorsocaudal y del filamento caudal; acompafiado de un engrosamiento de la piel
y de la adquisicién de una coloracion ocracea (Figura 6). Estas modificaciones son

caracteristicas del cambio a fase terrestre.

Los primeros dias en los que el tritdbn permanecio en el terrario, ocupaba la mayor parte
del tiempo dentro del agua, mostrandose activo. A partir del tercer dia, el ejemplar
comenzd a salir del agua y a permanecer mas tiempo en la zona terrestre, al mismo tiempo
que restringia su actividad diaria. Transcurrido el quinto dia, el triton solo fue observado

en la zona cubierta por musgo, empezando a mostrar indicios de cambio a fase terrestre.
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Durante el tiempo en el que el tritén estuvo en cautividad, se pudo apreciar una clara
reduccion de los quistes dérmicos. Al comienzo del estudio, el tritbn mostraba quistes
incipientes en el cuello y varios quistes maduros en la zona dorsolateral (Figura 6a). Al
cabo de una semana los quistes incipientes del cuello se mostraron méas desarrollados
mientras que los quistes dorsolaterales desaparecieron por completo (Figura 6b). A las
dos semanas los quistes del cuello manifestaron una clara disminucion, pero todavia
existian evidencias de su presencia (Figura 6¢). Finalmente, a las tres semanas el ejemplar

no presentaba ningdn quiste en su cuerpo (Figura 6d).

Mientras que el triton estuvo en cautividad no aparecieron lesiones nuevas, Gnicamente

se desarrollaron las existentes y finalmente se curaron. Ademéas de los cambios ya

sefialados, el ejemplar mostr6é una disminucion de tamafio y peso.

Dia 14 Dia 25

Figura 6: Imagenes del ejemplar de tritén palmeado en las que se observa la evolucién de los quistes
durante la transicién a fase terrestre. Las flechas rojas sefialan los quistes desarrollados, las flechas
amarillas indican quistes en proceso de curacidn y las flechas verdes sefialan los quistes curados.
a) Ejemplar al comienzo del estudio. b) Ejemplar al transcurrir una semana. c) Ejemplar al transcurrir dos
semanas. d) Ejemplar al transcurrir tres semanas y cuatro dias. Fotos: David Dopereiro.



5. DISCUSION

Los parésitos del orden Dermocystida constituyen un grupo de organismos poco conocido
pertenecientes a la clase Mesomycetozoea, un linaje de protozoos a menudo referido
como ancestro de los metazoos y que se sitia en el limite entre los animales y los
verdaderos hongos (Gonzalez-Hernandez et al., 2010). En los Gltimos afios, el numero de
informes por casos de anfibios afectados por dermocistidios se ha intensificado. Es
posible que la razon de este incremento sea que estos parasitos estén aumentando en
distribucion y/o abundancia (Gonzalez-Hernandez et al., 2010). A raiz de esto, surge la
necesidad de ampliar nuestro conocimiento sobre como afectan estos parasitos a las

poblaciones de anfibios.

El enfoque de este trabajo es el de estudiar la dindmica parasito-hospedador en la Unica
poblacién detectada de Lissotriton helveticus infectada por dermocistidios en Galicia. De
manera previa a este estudio, el diagnostico de los dermocistidios en dicha poblacion se
realiz6 Unicamente en base a la patologia macroscopica y la morfologia de los quistes
parasitarios (Galan & Dopereiro, 2017).

La naturaleza de las lesiones aqui detalladas muestra una gran similitud con las descritas
en Francia (Gonzalez-Hernéndez et al., 2010; Cortouis et al., 2013) y en Escocia (Fiegna
et al., 2017). Son lesiones quisticas de color blanquecino-grisaceo y de forma esférica,
que pueden estar acompafadas de Ulceras y de hemorragias subcutaneas. Ademas, se
encontraron algunos ejemplares que presentaron edemas severos generalizados por todo
el cuerpo, Unicamente detectados con anterioridad en los tritones palmeados afectados

por dermocistidios de Escocia (Fiegna et al., 2017).

Al igual que afirma Clarke (2017), no parece que estos edemas formen parte de la
progresion habitual de la enfermedad, sino que solamente ocurren en ciertas ocasiones.
Es posible que sean consecuencia de un desequilibrio osmético y electrolitico derivado
de un proceso secundario de la enfermedad. Por ejemplo, algunas enfermedades renales
y hepaticas en anfibios pueden ocasionar edemas similares (Crawshaw & Weinkle, 2000),
por lo que seria factible que de alguna manera la enfermedad afectase a estos drganos
internos. En este estudio no se detectaron quistes en los drganos internos del triton
autopsiado, pero puede que la presencia de quistes hepaticos esté relacionada con los

edemas generalizados.
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Los resultados histoldgicos aqui presentados también muestran una alta similitud con los
obtenidos en las poblaciones infectadas del sur de Francia (Gonzalez-Hernandez et al.,
2010) y Escocia (Fiegna et al., 2017). De la misma manera, en el interior de los quistes
se encontraron agrupaciones de endosporas en camaras septadas, pudiéndose observar
como el grado de desarrollo de las esporas variaba segun la ubicacion en el quiste. En la
parte mas interna se localizaron las esporas inmaduras (formando agrupaciones de 2-4
elementos) mientras que en la parte mas cercana a la epidermis se localizaron las esporas
maduras. Este patrén de maduracion parece coincidir mas con el descrito por Fiegna et
al. (2017) que por el descrito por Gonzalez-Hernandez et al. (2010), donde los autores
proponen que las esporas inmaduras se sitdan en el centro y a medida que se distancian

van madurando en todas las direcciones.

Los quistes se localizaron en mayor proporcién en la zona dorsolateral de los tritones,
seguidos de la cola y, en menor nimero, las otras regiones del cuerpo. La distribucion de
estas lesiones no coincide con las descritas para otros dermocistidios del genero
Amphibiocystidium, en las que la mayoria de las lesiones se localizan en la zona ventral
de los anfibios infectados (Pascolini et al., 2003; Densmore & Green, 2007; Raffel et al.,
2008). Sin embargo, si que coincide con las descritas para los dermocistidios encontrados
en el sur de Francia y Escocia, en donde las lesiones se localizan principalmente en la
region dorsal de los tritones infectados. Los andlisis filogenéticos realizados por Fiegna
et al. (2017) determinaron que los dermocistidios encontrados en Escocia y los
encontrados en Francia por Gonzélez-Hernandez et al. (2010), no se clasifican dentro del
género Amphibiocystidium, sino que se tratan de una nueva especie dentro del género

Amphibiothecum, que ellos nombran como Amphibiothecum meredithae.

Poco se conoce sobre el ciclo de vida de los dermocistidios que afectan a anfibios, incluso
la via de transmision sigue siendo una incdgnita. En el estudio realizado por Clarke (2017)
sobre la poblacion infectada de Lissotriton helveticus de Escocia, se propone que las
esporas pueden actuar como agentes infecciosos, liberandose a través de las Ulceras o
diseminandose en el interior del hospedador para reinfectar nuevos tejidos. Los quistes
podrian ser liberados de forma intacta, siendo estos capaces de sobrevivir al ambiente por
lagos periodos de tiempo y transmitir la enfermedad a un nuevo individuo mediante un

contacto oportunista (Clarke, 2017).
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En la poblacion infectada de A Limia, las charcas son estacionales y los dermocistidios
tendrian que sobrevivir durante el verano en un ambiente seco, o parasitando a los tritones
palmeados en fase terrestre. Esta Gltima hipdtesis resulta menos plausible, puesto que, al
analizar la evolucion de la enfermedad durante el cambio de fase acuética a fase terrestre,
se pudo observar como las lesiones se iban reduciendo progresivamente hasta
desaparecer. En base a estas observaciones, seria posible que los dermocistidios no
pudieran parasitar a los tritones palmeados en fase terrestre. Estos resultados son similares
a los detallados por Clarke (2017), que pudo examinar como los tritones de la poblacién
infectada de Escocia superaban la enfermedad al permanecer dos semanas en cautividad.
Ademas, pudo observar como los tritones infectados tenian una mayor tendencia a salir
del agua en comparacion con los tritones no infectados de su estudio. Se especul6 que
este comportamiento puede ser un mecanismo desarrollado por los tritones para liberarse
de la enfermedad (Clarke, 2017).

La manera por la cual estos parasitos sobreviven en ausencia de agua sigue siendo una
incdgnita. Cabe la posibilidad de que el parasito permanezca en una forma latente cuando
el tritdn esta en fase terrestre, 0 que sea capaz de sobrevivir en el ambiente durante la
estacion seca. Incluso podria existir otro organismo que actle como vector del parasito y
le permita sobrevivir durante esta época desfavorable. Por ejemplo, se cree que en el triton
verde americano (Notophthalmus viridescens), las sanguijuelas podrian actuar como

vectores de paréasitos del género Ichthyophonus (Raffel et al., 2006).

Al analizar la prevalencia de la enfermedad en la poblacion estudiada, observamos que
vario notablemente en funcion del periodo de muestreo. Si estudiamos la dinamica
poblacional en la charca 1 a lo largo del afio 2019, podemos concluir que a medida que
avanza el tiempo, tanto la abundancia relativa de la especie como la prevalencia de la
enfermedad aumentan. Es posible que en la primera jornada de este afio la prevalencia
fuera baja porque los tritones acabasen de entrar en el agua, y a medida que invirtieron
mas tiempo en el medio liquido, continuaron infectdndose hasta alcanzar la prevalencia
mas alta en la Gltima sesion de 2019. Resulta interesante resaltar como el sex ratio en las
primeras sesiones estuvo sesgado a favor de las hembras, mientras que en la Ultima
jornada la proporcidn se equilibré. Estos resultados son contradictorios a los que cabria
esperar, puesto que cuando los tritones se desplazan a las charcas para la reproduccion,

habitualmente son los machos los primeros en entrar al agua (Harrison et al., 1983).
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Si comparamos la prevalencia de la enfermedad entre machos y hembras en la misma
charca, observamos que en el muestreo del 24/02/2019 la prevalencia era mucho mayor
en machos (53,8%), que en hembras (17,4%). Sin embargo, en el muestreo del 30/03/2019
la prevalencia para machos y hembras fue practicamente igual (entorno al 67% en ambos
sexos). Es posible que este sesgo hacia los machos en el inicio de temporada, sea debido
a que los machos son mas susceptibles a la enfermedad. La razon de esto podria radicar
en diferencias intrinsecas en la defensa inmune entre machos y hembras, o en una menor
disponibilidad energética de los machos para la inmunidad, debido al desarrollo de
caracteres sexuales secundarios (Zuk & McKean, 1996). En la Gltima sesion, cuando la
prevalencia fue similar en ambos sexos, el promedio de lesiones por individuo fue
ligeramente mayor en hembras que en machos. Se analizo si existian diferencias en el
namero de lesiones entre los dos sexos y el analisis concluy6 que estas diferencias no
eran estadisticamente significativas. Por lo que, cuando la enfermedad se estabiliza,

parece que afecta de la misma manera a machos y hembras.

En la dltima jornada, también se observé que la abundancia relativa de Lissotriton
helveticus fue mucho mayor que en el resto de sesiones. Estas diferencias probablemente
sean debidas a variaciones en la actividad de los individuos a causa de las condiciones
climaticas. Hasta esa fecha, Unicamente se habian detectado tritones infectados en la
charca 1, pero en esta jornada también se detectaron en las charcas adyacentes. Es posible
que estos resultados sean consecuencia de una expansion de los parasitos, pero también
cabe la posibilidad de que se trate de un error de muestreo. Tal vez, los tritones infectados
siempre estuvieran en las charcas circundantes, pero como la abundancia de la especie
era baja, no se pudieron localizar. El elevado nimero de ejemplares encontrados en la

ultima sesion permitiria haber detectado a los individuos infectados.

Al analizar la prevalencia entre la charca 1 y el conjunto de charcas circundantes, se
observo que existen diferencias estadisticamente significativas. Estas diferencias podrian
ser debidas a que la charca 1 muestra unas caracteristicas fisico-quimicas que puedan ser
mas iddneas para el parasito, 0 que esta charca constituya un habitat méas favorable para
los tritones palmeados. Si examinamos las caracteristicas fisicas de los diferentes medios
acuaticos de la zona de estudio, observamos que no hay grandes diferencias en cuanto a
los parametros aqui medidos (vegetacion, permanencia, naturalidad, corriente, superficie,

profundidad). Por lo que, las razones por las que la charca 1 presenta mayores densidades
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de Lissotriton helveticus y mayor prevalencia de dermocistidios, son todavia

desconocidas.

Los valores de pH obtenidos fueron ligeramente acidos, como cabria esperar en la
comarca de A Limia (Villarino et al., 2017). Sin embargo, Clarke (2017) observo que la
prevalencia de la enfermedad aumentaba con la alcalinidad del agua. De hecho, utilizaron
el pH como variable predictiva de la enfermedad y nunca detectaron charcas sin infeccién
a pH superiores a 5,8. Los valores de pH obtenidos oscilaron entre 6,1 y 6,6; sin mostrar
variaciones entre los distintos medios acuaticos estudiados. Por lo que, esta variable
tampoco explicaria las diferencias de prevalencia entre charcas. Segun las predicciones
de Clarke (2017) la prevalencia de la enfermedad con esta acidez no deberia ser tan alta.
No obstante, las mediciones de pH sélo se pudieron realizar en una de las sesiones y no
cuentan con la suficiente robustez como para extraer conclusiones fidedignas, sirviendo
Unicamente de aproximacion. Seria interesante realizar mediciones de pH regulares en la
zona de estudio, y correlacionar estos datos con los valores de prevalencia. Es posible que
esta variable ambiental esté relacionada con las variaciones temporales en la prevalencia

de la enfermedad.

En base a todos los datos aqui aportados, podemos concluir que la poblacion de
Lissotriton helveticus infectada por dermocistidios de Galicia muestra numerosas
similitudes con las poblaciones infectadas de Escocia y del sur de Francia. A falta de
realizar los analisis moleculares pertinentes, es posible que los dermocistidios detectados
en Galicia pertenezcan a la especie Amphibiothecum meredithae, descrita por Fiegna et
al. (2017).

Finalmente, no parece que la infeccion por dermocistidios constituya una grave amenaza
para la viabilidad de la especie en la zona de estudio. La mortalidad detectada fue muy
baja y parece que los individuos infectados son capaces de resolver la enfermedad.
Tampoco parece suponer una amenaza para el resto de anfibios, puesto que de todas las
especies detectadas, solo Lissotriton helveticus mostro sintomas de infeccion. No
obstante, seria interesante seguir monitorizando esta zona para determinar si los
dermocistidios se encuentran en proceso de expansion o se mantienen aislados en el grupo
de charcas. En conclusion, resultaria conveniente seguir estudiando esta poblacién para

poder recopilar mas informacion sobre la desconocida biologia de estos parasitos.
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6. a. CONCLUSIONES

1. La informacién existente sobre los dermocistidios y como afectan a las poblaciones
de anfibios es muy limitada. Todavia se desconocen aspectos clave, como el ciclo
bioldgico, los mecanismos de transmision, o la capacidad de sobrevivir fuera del
hospedador en ausencia de agua.

2. Segun los datos obtenidos, estos pardsitos permanecen de manera estable en la
poblacion de Lissotriton helveticus estudiada, ya que se detectaron tres afios
consecutivos. A pesar de que hubo variaciones temporales en la prevalencia de la
enfermedad, estos cambios aparentan estar sujetos a la actividad de los tritones.

3. Los analisis macroscopicos e histoldgicos de las lesiones detectadas mostraron una
gran similitud con las lesiones descritas en otras poblaciones infectadas por
dermocistidios, concretamente las de Escocia y el sur de Francia. En base a estas
semejanzas, es probable que se trate de la misma especie, Amphibiothecum
meredithae.

4. A pesar de la patologia extrema que llegaron a presentar algunos ejemplares, los
tritones parecen ser capaces de resolver la infeccion. Al estudiar la transicion entre la
fase acuatica y la fase terrestre, se pudo observar la desaparicién de las lesiones.

5. Las prospecciones realizadas en la zona de estudio y los alrededores, parecen indicar
que la infeccién permanece confinada por el momento en un pequefio grupo de

charcas.

6. b. CONCLUSIONS

1. A informacion existente sobre os dermocistidios e como afectan &s poboaciéns de
anfibios € moi limitada. Ainda se descofiecen aspectos clave como o ciclo bioloxico,
0S mecanismos de transmision, ou a capacidade de sobrevivir fora do anfitrion en
ausencia de auga.

2. Segundo os datos obtidos, estes parasitos permanecen estables na poboacion de
Lissotriton helveticus estudada, xa que se detectaron tres anos consecutivos. Ainda
que houbo variacions temporais na prevalencia da enfermidade, estes cambios

semellan estar suxeitos & actividade dos limpafontes.
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As andlises macroscopicas e histoloxicas das lesions atopadas mostraron unha gran
similitude coas lesions descritas noutras poboaciéns infectadas por dermocistidios,
concretamente as de Escocia e o sur de Francia. Baseandose nestas semellanzas, é
probable que sexa a mesma especie, Amphibiothecum meredithae.

Malia a patoloxia extrema que chegaron a amosar alguns exemplares, os limpafontes
semellan ser capaces de resolver a infeccion. Ao estudar a transicion entre as fases
acuatica e terrestre, plidose observar a desaparicion das lesions.

As mostraxes realizadas na area de estudo e arredores, semellan indicar que a

infeccion permanece confinada polo momento nun pequeno grupo de charcas.

. C. CONCLUSIONS

The existing information about the dermocystids, and how they affect amphibian
populations, is limited. Key aspects such as the life cycle, transmission mechanisms
or the ability to survive outside the host without water, are still unknown.

According to the obtained data, these parasites remain stable in the studied population
of Lissotriton helveticus, since they were detected during three consecutive years.
Although there were temporal variations in the prevalence of the disease, these
changes appear to be subject to the activity of the newts.

The macroscopic and histological examination of the detected lesions showed a high
similarity with the lesions described in other populations infected by dermocystids,
specifically those in Scotland and the south of France. Based on this affinity, it is
likely that they belong to the same species, Amphibiothecum meredithae.

Despite the extreme pathology that some individuals presented, the newts seem to be
able to solve the infection. It was possible to observe how the lesions disappeared by
studying the transition between the aquatic and terrestrial phases.

Surveys conducted in the study area and surroundings seem to indicate that the

infection remains confined to a small group of ponds for now.
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Anexo |: Caracteristicas de los diferentes medios acuaticos de la zona de estudio.

. ., Vegetacion
. . - Profundidad Vegetacion o .
Tipo de medio Superficie .. L. terrestre Movimiento |Permanencia .
Charca o > maxima acuatica : Naturalidad
acuatico (m?) sumergida del agua de la charca
(cm) (%)
(%)
Charcas estacionales en Corriente
1 herbazales hiumedos no 20 60 60 40 nula Estacional Natural
higroturbosos.
Charcas estacionales en Corriente
2 herbazales hiumedos no 60 50 70 30 nula Estacional Natural
higroturbosos.
Charcas estacionales en Corriente
3 herbazales hiumedos no 18 50 50 50 nula Estacional Natural
higroturbosos.
Charcas estacionales en .
, Corriente .
4 herbazales hiumedos no 250 100 90 10 nula Estacional Natural
higroturbosos.
Charcas estacionales en Corriente
5 herbazales hiumedos no 50 30 0 100 nula Estacional Natural
higroturbosos.
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Anexo Il: Fotografias de las diferentes charcas de la zona de estudio. © D. Dopereiro.

Charca 1
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Charca 3

Charca 4
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Charca 5

Todas estas fotografias corresponden a la localidad de estudio, en A Sainza de Abaixo,

Rairiz de Veiga, Comarca de A Limia, Ourense.
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Anexo I11: Fotografias de tritones palmeados infectados. © D. Dopereiro.

Macho con una hemorragia en el ojo derecho

Detalle macroscopico de los quistes presentes en la cola de un individuo
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Hembra con edema generalizado y quistes parasitarios

Hembra con lesiones nodulares en su costado derecho
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Vista dorsal de un macho infectado
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