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Laburpena

Anfipodoek, mundu osoko krustazeo-talde ugarienetako eta anitzenetako bat osatzen dute. Duten
garrantzi ekologikoa, nonahikotasuna, tamaina txikia eta hainbat substantzia toxikorekiko
sentikortasuna dela eta, kutsaduraren efektuen zentinela gisa erabili ohi dira. Anfipodoak ere, izaki
gehienak bezala, birusez, bakterioz eta protistoz parasitatuta egon daitezke. Protistoen artean baditugu
mikrosporideoak eta aszetosporak. Horiek, ostalariaren gonadak infekta ditzakete disrupzio endokrino
“naturala” eraginez, itsas baliabide biologikoen osasunean eta kutsaduraren efektuen monitorizazio
programen gain eragina eduki dezakeena. Hemen, Bizkaiko Golkoko anfipodoak infektatzen dituzten bi
protisto leinu hauek ezaugarritu eta berezko agente feminizatzaile gisa duten papera ikertzen dugu.

Gako-hitzak: Anfipodoak, Parasito protistoak, Mikrosporidia, Aszetosporea, Disrupzio endokrinoa

Abstract

Amphipods form one of the most abundant and diverse groups of crustaceans worldwide. Given their
ecological significance, ubiquity, small size, and sensitivity to various toxic substances, they are widely
used as sentinels of pollution effects. Like most organisms, amphipods can be parasitized by viruses,
bacteria, and protists. Among the protists, we find microsporidians and ascetosporeans, which can
infect tissues involved in hormonal development, causing a ‘natural’ endocrine disruption in the host,
which would have the potential to imait the health of marine biological resources and to interfere with
pollution effects monitoring programmes. Herein, we characterize these two pathogen lineages that
infect common amphipods of the Bay of Biscay and investigate their role as “natural” feminizing agents.

Keywords: Amphipods, Protist parasites, Microsporidia, Ascetosporea, Endocrine disruption
1. Sarrera eta motibazioa

Anfipodoek, krustazeo malakostrakoen artean Orden garrantzitsuenetakoa osatzen dute, c.a. 10.000
espeziez osatua. Amphipoda izenak, krustazeo zapal txiki hauek forma eta funtzio anitzeko "hankak"
gorputzaren bi aldetan paratuta dituztela adierazten digu. Lehorreko zein uretako (bai geza bai gazia)
ekosistemei egokitzeko gaitasun itzela daukate. Izan ere, ingurumen-gorabeheren aurrean erakuts
dezaketen erresilientziari esker zein duten elikadura-estrategien espektro zabalari esker, ezagutzen diren
muturreko biotopo batzuk ere kolonizatzeko gai izan dira (Micheli et al. 2002), poloetako eskualdeak
eta fumarola abisalak barne. Horretaz gain, sarraskijaleak eta detritujaleak dira, eta kate trofikoan
materia organikoa deskonposatu eta birziklatzeko ezinbestekoak dira (Ritter & Bourne 2024). Gainera,
bigarren mailako ekoizle gisa, ornogabe bentonikoen komunitate askotan partaide nagusia dira,
ingurunean funtsezko eginkizuna betez. Halaber, ekosistema ugari eta anitzetako kideak izanik, beste
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krustazeo, arrain, hegazti eta baleak bezalako itsas ugaztunen moduko beste animalia askoren dictan
osagai esanguratsua dira (Dauby et al. 2003); eta akuakulturan ere pentsuen proteinen iturri gisa gero
eta gehiago erabiltzen dira. Euren dibertsitatea, ugaritasuna eta garrantzi ekologikoa direla-eta,
anfipodoak maiz erabili dira biobegirale zein zentinela gisa kutsadura monitorizazioan eta eredu-
organismo gisa ekotoxikotasun testetan (Dos Santos et al. 2022). Gainera ekologian ere bioadierazle
gisa erabili dira, euren presentzia/absentzian edota portaeran oinarrituta ingurumen-baldintzei buruzko
informazioa eman dezaketelako, Prestige petrolio isurketaren kasu, adibidez (Junoy et al. 2005).
Bestalde, euren kokapen eta garrantzia ekologikoaren ondorioz parasitoen bektore eta gordailu gisa
anfipodoek eduki dezaketen eginkizunari buruz oso gutxi dakigu, eta are gutxiago ikerlan honetan
aztertuko ditugun parasito-ostalari hartu-emanei buruz.

Animalia orori bezala, parasitoek anfipodoei ere eragin diezaiekete. Definizioz, parasito batek bere
ostalaritik onura jasotzen du, trukean ezer ez jaso gabe. Honen ondorioa ostalariaren osasun onaren
murrizketa da, bizi-itxaropen edota ugaltzeko gaitasun txikiagoa ekarriz. Definizio orokor horren
barruan, parasito eukariotoak, prokariotoak eta birusak daudela esan dezakegu. Parasito eukariotoen
artean, hau da, nukleodun zelulez osatutakoen artean, animaliak, onddoak eta protistoak ditugu, denek
anfipodoetan infekzioak eragin ditzaketelarik (Bojko & Ovcharenko 2019). Protistoek, eukarioto
zelulabakar guztiak biltzen dituen jostun-kaxoi bat irudikatzen dute, giza-patogeno oso ezagunak barne
hartzen dituztenak, hala nola malariaren (Plasmodium falciparum) edo loaren gaixotasunaren
(Trypanosoma brucei) agente patogenoak.

Anfipodoen chunetan aurkitzen ditugun protisto parasitoei dagokienez, ez dakigu anfipodoa
zeintzuentzako den gordailua eta zeintzuentzako ostalaria. Puntu honetan, gordailu kontzeptua argitzea
garrantzitsua da. Anfipodoa parasitoaren gordailua izateak esan nahi du anfipodoak parasitoaren iturri
gisa funtziona lezakeela, non parasitoak eutsiz edo ugalduz doaz, beren itu-ostalaria infektatu baino
lehen. Alde horretatik, anfipodoak kate trofikoan duten garrantzi itzela dela-eta, bibalbio, krustazeo eta
arrainen patogenoen zikloetan gako-gordailuak izan daitezke, muskuilu, ostrak, otarrainak edo lupina
bezalako balio komertzial handia duten espeziei dagokienez ere.

Bizkaiko Golkoan (Plentzia, Bizkaia) eta Ingalaterrako Kanalean (Dorset, Debon, Kornualles)
hartutako anfipodoak parasito protistoen gordailu garrantzitsua direla ikusi dugu. Parasito horietako
batzuk espezie berriak izan dira (Urrutia et al. 2019, Urrutia et al. 2022) eta beste batzuk lehenago
deskribatuta zeuden dagoeneko (Short et al. 2012). Ezagutzen diren protisto espezieen artean,
mikrosporek eta aszetosporek, anfipodoak ez beste interes komertzialeko itsas ornogabe ugari ere hil
ditzakete, karramarroak, otarrainak, ostrak, muskuiluak edo txirlak, hain zuzen. Gainera, bi parasito
horiek anfipodoen gonadak infektatzeko gai dira, eta disrupzio endokrinoarekin nolabaiteko zerikusia
izan dezaketela ikusi da (Wilkinson et al. 2011). Hau da, gaztaroan arrak ziren anfipodoak, gonada-
garapenean parasitoek eragindako hainbat aldaketaren ondoren, azkenean eme heldu bihurtzen dira.

Ikerlan honen motibazioa bikoitza da. Alde batetik, parasitoek eragiten duten disrupzio endokrino
‘naturala’ ezagutzea eta eragiten duten parasitoek anfipodo guztietan edo espezie batzuetan bakarrik
eragiten duten ala ez jakitea. Kutsatzaile kimikoek eragindako disrupzio endokrinoa ekotoxikologiaren
arloan lehentasunezko erronka bilakatu da, eta anfipodoak kutsatzaileen efektuen zentinela edo eta test
eredu-organismo gisa gero eta maizago erabiltzen ari dira. Bestalde, anfipodoak infektatzen dituzten
mikrosporideoak eta aszetoporak bibalbioetan eta krustazeoetan heriotza eragiten duten espezie
berberekoak diren ala ez zehaztu nahiko genuke. Horren haritik, anfipodoetan parasitoak eragindako
disrupzio endokrino ‘naturala’ eredu, ekotoxikologiaren arloan parasitodun organismo zentineletan eta
toxikotasun-testetako eredu-organismoetan kutsatzaileak eragindako disrupzio endokrinoaren
mekanismoak hobeto ultertzea ahalbidetu nahiko genuke.

2. Arloaren egoera eta ikerketaren helburuak

Anfipodoak infektatzen aurki ditzakegun patogeno nagusiak egoki katalogatuta daude euren
taxonomiari dagokionez eta baita euren parasito-estatusari dagokionez (Bojko & Ovcharenko 2019).
Berrikustapen bikain horretan, protisto patogenoen artean 10 talde nagusi antzeman dira. Myxozoa
azpifiloko parasitoak izan ezik, gainerako taldeetako ordezkariak Ingalaterrako hegoaldeko
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estuarioetako eta kostaldeko inguruetako anfipodoetan identifikatu dira (Urrutia et al. 2019, Urrutia et
al. 2021, Collins et al. 2022). Hala ere, horien artean interesatzen zaizkigunak feminizazio-eragina izan
dezaketen Microsporidia eta Ascetosporea klaseetan bildutako parasitoak dira (Ginsburger-Vogel 1991,
Grilo & Rosa 2017).

Mikrosporideoek onddoekin ahaidetutako protisto parasitoen taldea osatzen dute; "hodi polarra"
izeneko mahuka erretraktila erabiltzen dute animalia zelulak infektatzeko, animalien esparru anitza
infektatuz, gizakia barne (Xu & Weiss 2005). Protisto horiek, gutxienez 30 espezie anfipodo
infektatzeko gai dira, eta, nagusiki, muskulu-ehunaren endekapena eragiten dute (Bojko & Ovcharenko
2019). Izan ere, mikrosporideoek transmisio-bide ugariak konkistatu dituzte, transmisio bertikala barne;
hau da, ostalariak parasitoa bere ondorengoei (adb., amak umeari) transmititzen dio (Dunn et al. 2001).
Mikrosporideoen espezie batzuk amaren oozito bitelogenikoak euren garapen-bidean zehar infektatzeko
gai dira, gerora larbak garatzen direnean hauek jada infektatuta egon daitezen (Terry et al. 2004). Beraz,
emeak infektatzen dituzten mikrosporideoek aukera gehiago dituzte hurrengo ostalaria infektatzeko
arrak infektatzen dituztenek baino (Engelstédter & Hurst 2009). Testuinguru horretan, eboluzioan zehar
mikrosporideoek garatutako mekanismoen artean, anfipodoen sexu-desberdintzapena erregulatzen
duten hormonekin interferitzeko gaitasuna hautetsi da, antza denez (Short et al. 2014). Anfipodoetan
sexu-determinazioa ar-hormonak jariatzen dituen guruin androgenikoak erregulatzen du (Jahnke et al.
2013). Mikrosporideoen infekzioak ar-hormonen ekoizpen normala oztopatzen du, infektatutako
populazioetan eme/ar ratioa edo aldi berean ar- eta eme-gonadak dituzten intersex indibiduoen
prebalentzia emendatuko lirateke (Jahnke et al. 2013; Short et al. 2014). Frogatu da Dictyocoela
muelleri, Dictyocoela roeselum eta Nosema granulosis mikrosporideoen espezieak anfipodo espezie
askotan ostalariaren feminizazioa eragiteko gai direla (Cormier et al. 2021; Bacela-Spychalska et al.
2023). Dirudienez, feminizazioa induzitzeko, parasitoaren presentziaren gain, ingurumen-faktoreak eta
horien espazio-denboraren aldakortasuna ere erabakigarriak izan daitezke (Short et al. 2014).

Puntu honetan, Aszetosporea klaseko protista parasitoak sartzen dira historian. Bizkaiko Golkoko
kostaldean bibalbioen eta krustazeoen patogeno beldurgarriak izanik, anfipodoak infektatu ditzakete
(Ginsburger-Vogel & Desportes 1979). Ez dakigu anfipodoak parasitatzen dituen Paramarteilia
orchestiae izeneko aszetospora, interes komertzialeko karramarroen hilkortasunak eragiten duen espezie
bera den ala ez (Collins et al 2022), baina jakin badakigu espezie hau anfipodo espezie batzuk
feminizatzeko gai dena (Short et al. 2012). Parasitoek eragindako anfipodoen feminizazioa are
konplexuagoa izan daiteke. Adibidez, aszetospora parasitikoen zelulen barruan mikrosporideoak
"bidaiatu" daitezke polizoi gisa anfipodo berriak infektatzeko (Stentiford et al. 2017). Horri
hiperparasitismoa deritzo, eta ohikoa da animalien artean (Parratt & Laine 2016). Hala ere. anfipodoen
kasuan, asko zailtzen du parasitoek feminizazioan duten eginkizuna ulertzea, feminizazio-prozesua
mikrosporideo, aszetospora, anfipodo eta ingurumen-faktore motaren arabera aldatzen baita.

Testuinguru honetan, gure helburuak bat baino gehiago izan dira. Lehenik eta behin, Bizkaiko
Golkoan ohikoak diren hiru anfipodo espezie (Echinogammarus sp., Orchestia sp. eta Gammarus sp.)
infektatzeko gai diren mikrosporideoen eta aszetosporen espezieak biologia molekularren teknologiaren
bidez identifikatzea. Bigarrenez, azterketa mikroskopiko histopatologikoaren bidez protista parasito
horiek gonadak edota larbak infektatzen dituzten zehaztea. Azkenik, urteko zenbait unetan infekzioen
prebalentziak neurtu, baterako infekzioak eta hiperparasitismoa dauden ala ez finkatu ahal izateko.

3. Ikerketaren muina

Aurretiazko azterketa ekologiko baten ondoren, Bizkaiko Golkoaren iparraldeko kostaldeko
ekosistemetan dauden anfipodo genero nagusietako batzuk zehaztu ziren. Echinogammarus sp.
(N=1246), Orchestia sp. (N=315) eta Gammarus sp. (N=279) espezimenak eskuz bildu egin ziren
Ingalaterrako hegoaldean, Dorset, Devon eta Kornualles-en hiru itsasadar eta hondartza bateko
marearteko eremuan. Laginak, hilabetero jaso ziren 2016ko apirilaren eta 2017ko abuztuaren artean.
Anfipodoak 3 zatitan disekzionatu ziren. Zatirik handiena (gorputzaren atzealdea) Davidson-SW
finkatzailean finkatu zen argi-mikroskopioan azterketa histopatologikoa egiteko. Beste bi zatiak,
txikiagoak, %100 alkoholean eta glutaraldehidoan kontserbatu ziren, ondoren DNA analisiak eta
mikroskopia elektronikoaren behaketak egiteko, hurrenez hurren (prozeduraren xehetasunak: Urrutia et
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al. 2019). Ebakin histologikoak (hematoxilina-cosinaz -H&E- tindatua) Nikon Eclipse E800 argi-
mikroskopioan aztertu ziren. Ikertutako hiru anfipodo espezieetan aurkitutako sinbionte protistoen
artean, mikrosporideok eta aszetosporak identifikatu ziren (1. irudia).

1. irudia. Mikrosporideoen (A) eta aszetosporen (B) mikrografiak (H&E), anfipodo ehunak
infektatuz. A) Dictyocoela generoko mikrosporideoak (geziak), muskulu eskeletikoa (m) eta
oozitoen biteloa (laukia) parasitatzen dituzte Echinogammarus sp. anfipodoetan. B) Orchestia
generoko anfipodo batean nerbio-ehuna (n) ehun konnektiboa (c¢) tegumentua (t) eta zakatzak
(laukia) infektatzen dituzten aszetosporak (geziak).
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3.1. Analisi histopatologikoa

Mikrosporidia subfilumeko sinbionteak batez ere anfipodoen muskulu-ehuna infektatzen dutela ikusi
zen (1.a irudia). Parasitoen ugalketa, muskulu-zelulen kontura, muskulu eskeletikoaren gutxitzearekin
lotuta dago, eta horrek, ziurrenik, ostalariaren mugikortasuna murriztea dakar. Beraz, estimuluei
erantzuteko, elikatzeko eta harrapariei ihes egiteko gaitasun txikiagoa izango luke ostalariak. Hau da,
sasoi onaren murrizketa nabarmena. Honen arabera, aztertutako anfipodo espezieetan, mikrosporideoek
parasito-estatusa dutela ondoriozta dezakegu. Hain ohikoa ez den arren, zelularen barruan ere detektatu
egin ziren mikrosporak, oozitoen biteloan. Horrek, amak larbei parasitoak modu bertikalean
transmititzen dizkiela esan nahiko luke, eta beraz, disrupzio endokrinoaren bitartez parasitoak arrak
feminizatzeko gaitasuna daukala.

Aszetosporea klaseko sinbionteak (1.b irudia) ostalariaren zakatzetan, tegumentu eta nerbio-
ehunetan aurkitu ziren, batez ere; arnasketa murriztua, kanpoko estimuluekiko sentikortasun txikiagoa
eta arazo motorrak erakarriko lituzketen infekzioak, hurrenez hurren. Beraz, mikrosporideoak bezala,
aszetosporak parasitikoak kontsidera daitezke, eta sasoi ona murriztuko lukete aztertutako anfipodo
espezietan. Mikrosporideok eragindako infekzioan bezala, aszetosporetako ‘matrioska’ moduko egitura
bereizgarriak ere oozitoen barruan ikusi ziren.

Bi protisten tamaina kontuan hartuta (1-5pum), argi-mikroskopiaren bidez ezin izan genuen zehaztu
hiru anfipodo espezie desberdinetan mikrosporideoen eta aszetosporeen espezieak zeintzuk izan ziren.
Azterketa histopatologikoa ez zen nahiko izan argitzeko Echinogammarus sp., Gammarus sp. eta
Orchestia sp. infektatzen zituzten protistoak ea espezie berberak ziren ala hurbiletik erlazionatuak.
Beraz, infektatuta zeuden anfipodoetatik alkoholean gordetako zatia berreskuratzea eta beren DNA
eraustea beharrezkoa suertatu zitzaigun (prozeduraren xehetasunak: Urrutia et al. 2022).

3.2. Filogenia eta taxonomia

Mikrosporideoen eta aszetosporen rRNA genearen 600 eta 900 pare baseko zatiak (18S eta ITS1
eskualdekoak, hain zuzen) PCR-en bidez anplifikatu ziren, hasle espezifikoak erabiliz (prozeduraren
xehetasunak: Urrutia et al. 2021). Lortutako sekuentziak (Sanger) BlastN- bidez (Zhang et al. 2000)
GenBanken datu-basean (nt) bilatu ziren. Laginetatik lortutako sekuentziak (anfipodo ostalaria +
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protista parasitoa) eta bilaketaren ondoren antzekotasunagatik hautatutakoak, MAFFT-en lerrokatu
ziren (Katoh et al. 2007). “GTR+F+G” algoritmoa egiantz handieneko estimazioko zuhaitz filogenetiko
bi sortzeko erabili zen [Q-TREE v.1.6.10 (Nguyen et al. 2015) eta RAXML v.8.2.12 (Stamatakis 2014)
tresnetan. Aldi berean, adostasun Bayestar inferentzia (BIC) zuhaitza eraikitzeko MrBayes v.3.2
(Ronquist et al. 2012) erabili zen. Hiru eredu horiek aukera ematen digute, algoritmo desberdinak
erabiliz, eboluzioan zehar DNA sekuentziak noiz banandu ziren kalkulatzeko, eta, beraz, espezieen
arteko distantzia balioetsi egiteko. Kontsentsuzko zuhaitzean (2. irudia) ikus daitekeenez,
Echinogammarus eta Orchestia generoetako anfipodoak infektatu dituzten mikrosporideoak
Dictyocoela sp. bi espezie ezberdin dira. Elkarrengandik zentimetro gutxitara nitxo ekologiko berean
bizi arren, D. duebenum-ck gamaridoak bakarrik infektatzen ditu, eta D. cavimanum-ek talitridoak. Hori
garrantzitsua da, mikrosporideoen bi espezie horiek ostalarian disrupzio endokrinoa eragiteko espezie-
espezifikoa den gaitasun desberdina dutelako.

2. irudia. Talitridae eta Gammaridae kladoetako anfipodoak infektatzen dituzten mikrosporideo

parasitoen posizio ebolutiboa erakusten duen kontsentsuzko (ML & BIC) zuhaitz filogenetikoa

Dictyocoela sp. (MG029376) Gammarus duebeni
Dictyocoela sp. (MG029377) Gammarus duebeni
Dictyocoela duebenum (AF397404) Gammarus duebeni
Dictyocoela sp. (KM977838) Eulimnogammarus marituji
Dictyocoela sp. (MG029375) Eulimnogammarus vittatus
Dictyocoela sp. (F1756208) Dorogostaiskia parasitica
| Dictyocoela duebenum (10673483) Echinogammarus marinus |
- Dictyocoela sp. (FI820233) Gmelinoides fasciata
Dictyocoela sp. (KT956055) Gammarus lacustris
Dictyocoela sp. (F1756216)
Dictyocoela sp. (F)1820214) Gmelinoides fasciata
Dictyocoela sp. (F1820213) Gmelinoides fasciata
Dictyocoela sp. (MG773222) Echinogammarus ischnus
Dictyocoela sp. (MF399463) Gammarus lacustris
Dictyocoela sp. (MG029384) Gammarus lacustris —aj

0.66/59/86 Dictyocoela sp. (KT956065) Eulimnogammarus verrucosus |
0.91/63/82 Dictyocoela sp. (KT956057) Eulimnogammarus verrucosus
Dictyocoela sp. (KY458985) Acanthogammarus lappaceus
Dictyocoela muelleri (MG773236) Gammarus aequicauda
Dictyocoela muelleri{MG773232) Pontogammarus robustoides —=
Dictyocoela muelleri. (FN434090) Gammarus duebeni g
Dictyocoeia muelleri (MK719303) Gammarus roeselii
Dictyocoela muelleri (EF095540) Dikerogammarus villosus
Dictyocoela muelleri (MG773240) Gammarus varsoviensis
Dictyocoela duebenum (KR871362) W Dik h

Dictyocoela sp. (MF399468) Gammarus pulex
Dictyocoela roeselum (MG773221) Gammarus balcanicus

pp/bs/uf
0.1

0.7/48/50;

0.54/27/39

D. duebenum

0.9/53/70
1/66/83 .| i

0.6/50/54

1/67/81 .|

D. muelleri

0.98/-/41

0.94/-/-

1/73/89 . |

0.97/-/- 0.62/56/72

Dictyocoela r (MK719387) roeselii
Dictyocoela sp. (GU196256) Gammarus lacustris
Dictyocoela roeselum (MG773215) Gammarus fossarum

Dictyocoela roeselum (MG773217) Gammarus varsoviensis

Dictyocoela b

Dictyocoela dip:
um (MK719346)

(KF537632) Diporeia sp.
roeselii

D. roeselum

D. diporeiae

Dictyocoela berilionum (MG773260) Di

1/10
H

0.5/59/76!

Dictyocoela berillonum (MG773246) Echinogammarus trichiatus
Dictyocoela berillonum (JQ673481) Echinogammarus marinus

Dictyocoela berillonum (EF119216) Dikerogammarus villosus

Dictyocoela cavimanum (AJ438960) Orchestia cavimana

D. berillonum

Dictyocoela cavimanum (KY056208) Orchestia aestuarensis
| Microsporidian RA17058_11 | Orchestia sp.
Dictyocoela cavimanum (AJ438959) Talitrus sp.
Dictyocoela deshayesum (AJ438961) W Talorchestia deshayesei
Dictyocoela sp. (AJ966726) Hyalella sp.
0.96/87/78 Dictyocoela (AJA38958) Orch
E: Dictyocoela cavimanum (KY073301) Orchestia mediterranea
Dictyocoela cavimanum (KY073300) Orchestia gammarellus
Glugea hertwigi (GQ203287) Osmerus mordax (FISH)
L Glugea anomala (AF044391) Gasterosteus aculeatus (FISH)

| D. gammarellum
/ D. cavimanum

0.87/-/94

1/2
R

j OUTGROUP

Kontrakoa gertatu da aztertutako anfipodoak infektatzeko gai diren aszetosporen kasuan (3. irudia),
guztiak espezie berekoak baitira, Paramarteilia orchestiae espeziekoak hain zuzen. Izan ere, zuhaitz
filogenetikoak Paramarteilia sp. krustazeoen patogenoa nahiko esklusiboa dela erakutsi digu, batez ere
anfipodo eta dekapodoena. Gainera, P. orchestiae eta P. canceri-ren arteko sekuentzien antzekotasunak
parasito hori ostalarien artean txandakatzeko gai izan litekeela adierazi digu. Hori esanguratsua da
patogeno horiek interes komertzialeko karramarro espezie batzuen artean heriotza-tasa handiak eragiten
baitituzte. Zuhaitzean, muskuiluetan aurretik egindako azterketen bidez identifikatutako Paramarteilia
sp. ere ikus dezakegu. Hau seguruena ez da patogenoa izango baizik eta dietaren osagaia, bibalbioak
infektatzen dituzten parasitoak Paramyxa, Marteloides, Marteilia eta Eomarteilia kladoetakoak baitira.
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3. irudia. Talitridae eta Gammaridae kladoetako anfipodoak infektatzen dituzten aszetospora
parasitoen posizio ebolutiboa erakusten duen kontsentsuzko (ML & BIC) zuhaitz filogenetikoa

Paramarieiiia orchestiae (KY056203) ex. Orchestia aestuarensis
pp/bs/UF L Paramarteilia orchestioe (KYO56205) ex. Orchestia gammarellus " (o @\?
g [ Paramyxea sp. ex. Ech sp. / O sp. l

0.2

y Paramarteilia orchestiae (KYOS6207) ex. Orchestia aestuarensis Paramarteilia sp.
0.7/78/89

—  Paramarteilia orchestiae (KY0O56195) ex. Orchestia gammarellus
- Paramarteitia orchestioe (JQ673484) ex /
e Paramarteilio sp. (KX259320) inc. Mytilus edulis

Paramyxa sp. (KX259324) ex. Nephtys caeca
\
! Paramyxa sp.

1/85/86
0.78/58/53 Poramyxa sp. (KX259323) ex. Ostrea edulis

&7 Paramyxa sp. (KX259325) env. fishfarm
1/3

_._\— Paramyxa sp. (KX259327) ex. M. edulis / O. edulis
1/89/79 Paramyxa sp. (KX259322) env. C. virginica sea bed “"PARAM-1"
Unc. Paramyxida (GU8B24205) env. Caribbean Sea
*._{ " "
P PARAM-2
- Unc. Paramyxide (KX259321) env. C. virginica sea bed (Florida
0.61/41/68
Marteilioides chungmuensis (GU132549) ex. Ruditapes philippinarum
_._L Marteiloides sp.
Marteilioides chungmuensis (GU132548) ex. C. ariakensis
0.94/84/87
g Marteilio refringens (A1250699) ex. M. edulis / O.edulis
) 0.99/68/100 D Marteilia cochillia (A ) ex. C edule
# 5 :
/10 - Marteilia tapetis (AB823743) ex. R. philippinarum Marteilia sp.
0.9/66/82 4 : Marteilia sydneyi (AB823742) ex. Saccostrea glomerata
— Unc. Marteilio sp. (KX259318) env. Shrimp tank
Fomorteilia granuia (AB8S6587) ex. R. philippinarum I Eomarteilia sp.
Maplosporidium pinnae (MN104247) ex. Pinna nobilis
—.| OUTGROUP
Haplosporidium littoralis (1X185413) ex. Carcinus maenas

3.3. Prebalentzia eta disrupzio endokrinorako gaitasuna

Infekzioaren prebalentziak, ostalariaren populazioan parasitoak zer portzentajean eragin duen
adierazi digu. Prebalentzien analisiak (4. irudia), mikrosporideoek eta aszetosporak aztertutako anfipodo
espezieak modu desberdinean infektatu dituztela erakutsi digu. Gammarus generoko anfipodoak
marearteko eremuaren behealdean bizi dira, eta badirudi mikrosporideoek eragindako infekzioa jasateko
arrisku handiagoa udan dutela, populazioaren erdia infekta baitezakete. Bestalde, marearteko goiko
aldean bizi diren beste bi anfipodo generoek infekzio-prebalentzia txikiagoak erakusten dituzte.
Echinogammarus sp. espeziearen kasua bereziki interesgarria da, infekzio-gailurra oso nabarmena udan
baitu. Gainera, D. duebenum-ek eragindako infekzio-gailurra bat dator P. orchestiae infekzioarekin.
Elkar-agertze hori, ostalariaren ahultze-egoeraren ondorio izan daiteke, ala agian hiperparasitismoaren
adibidea. Intersexaren prebalentziaren gorakada argirik ikusi ez badugu ere, infekzio-aldian larben
ekoizpena erori egin dela ikusi dugu. Bai oozitoen bideraezintasunagatik, bai disrupzio endokrino
bortitzaren ondorioz, espezie honen populazio dinamikan baterako infekzioaren eragina argi dago.
Bestalde, Gammarus sp. anfipodoetan efektu feminizatzailea dagoela dirudi, disrupzio endokrino
partzial bati lotua, intersexaren prebalentzia Paramarteilia orchestiae-ren prebalentziarekin bat baitator.
Horren haritik, biomonitorizazioan eta disrupzio endokrinoari buruzko ikerketetan protista parasitoek
eragindako disrupzio endokrino “naturala” kontuan hartu beharreko faktorea litzatekeela esan genezake,
batez ere udazkenean eta neguan populazio basatiekin lan egiten duten ikerketetan. Haatik,
Echinogammarus sp.-en ez bezala, Orchestia sp. anfipodoetan mikrosporideoak (D. cavimanum) eta
aszetosporak (P. orchestiae) ez dituzte urtarokoei lotuta infekzio-gailurrak eta oro har ez dira modu
nabarian agertzen. Azkenik, badirudi ez dagoela aszetosporak eragindako disrupzio endokrinoaren
eragin nabarmenik, eta mikrosporideoek ez dute larben hilkortasunik eragiten.

4. Ondorioak

Gure emaitzen arabera, mikrosporideoak eta aszetosporak ohiko parasitoak dira Bizkaiko golkoan
dauden anfipodoen sorburu nagusietan. Bi patogenoek eragindako infekzioek ostalariaren sasoi onaren
murriztea dakarte behin betiko, eta hozi-gelaxketan egoteak amek ondorengoei transmititu diezaicketela
adierazten du. Aszetospora parasitoak orokorragoak dira, espezie bakar bat (Paramarteilia orchestiae)
infekzioa hedatzen baita ekosistema bateko anfipodo guztietara, eta agian karramarroetara ere bai.
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Aitzitik, mikrosporideo espezie desberdinek (Dictyocoela dubenum eta Dictyocoela cavimanum)
espezifikotasun handiagoa dute, eta anfipodo espezie zehatz batzuk baino ez dituzte infektatzen, nahiz
eta anfipodo ostalari horiek nitxo ekologiko berberean eta elkarrengandik oso gertu egon. Espezie
desberdinak direnez, bi parasitoak batera agertzen dira edo ez, urteko une desberdinetan anfipodoaren
arabera, oraindik ezagutzen ez ditugun arrazoiengatik. Antza denez, bi parasito horiek disrupzio
endokrinoa eta feminizazioa eragiten dute, nahiz eta ostalariaren arabera parasitoa desberdina izan.
Aurrerantzean, anfipodoak ikerketa toxikologikoetan erabiltzen badira, batez ere disrupzio endokrinoa
aztergaia bada, anfipodo espeziearen eta estazioaren arabera, parasitoek eragindako disrupzio endokrino
"naturalak” eduki ahal duen eragina aintzat hartu behar dute, halabeharrez.

4. irudia. Urtean zehar hiru anfipodo mota desberdinetan mikrosporideoen eta aszetosporen
prebalentzia (portzentajea). Aldi berean, arren, emeen eta intersexen arteko ratioa beheko
grafiketan adierazi da, baita larbadun emeen kopurua ere.

Host: Echinogammarus sp. Host: Gammarus sp. Host: Orchestia sp.

Parasite 100%

Prevalence eo% € 1N

60 % -+ 1

o Microsporidia 40 % to 1 .

—5- Ascetosporea oL /Q 1 & © <
20% X & + -
e
0% |t f/ m T T T KN X\_\_\\ /

Host's
Sex ratio

Ml intersex
] Female

@ male

4 Female with
larvae

1%t Oct '16
1% Nov '16
1%t Dec '16-
1% Jan '17
1 Feb '17 |
1% Mar'17
15 Apr 17 |
1% May '17 ]
15 Jun *17
1t Jul 17
Sept

P P

5. Etorkizunera begira

Ikerlan honek Mikrosporidia eta Aszetosporea kladoetako protisto parasitoen bidezko anfipodoen
baterako infekzioan denbora-aldakortasunaren ideia bat ematen digu, baina inkognitak uzten ditu ere.
Alde batetik, ikusten dugu mikrosporideoek eta aszetosporek feminizazioa eragin dezaketela. Bestalde,
anfipodo espezie batzuetan bi parasitoen baterako agerpenak antzeman dira baina kasu batzuetan baino
ez dago hiperparasitismoaren ebidentzia (hau da, mikrosporideoek Troiako zaldiaren moduan erabiltzen
dituzte aszetosporak). Polizoia gisa jokatuz gero, litekeena da mikrosporidoek ostalariaren sistema
immunea saihestea disrupzio endokrinoaren maila areagotuz. Parasitoek eragindako hormona-desoreka
ikertzea interesgarria da gerora begira, parasitazioak intersexen prebalentzian edota larben hilkortasunan
eduki dezakeen eragina hobeto ulertzeko. Erronka horri gene-adierazpenaren analisiaren bidez hel
dakioke. Aldi berean, disrupzio endokrinorako gaitasuna duten toxikoak erabiliz, infektatuta eta
infektatu gabe dauden anfipodo populazio ezberdinen erantzunak alderatzea interes handiko
informazioa emango liguke.
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