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Resumen

La tesis doctoral se divide en dos bloques: la primera parte se centra en la
descripcion de los principales procesos patologicos observados en
signatidos, mientras que en la segunda se muestra un estudio patoldgico
en cnidarios. Los signatidos son una familia de peces teledsteos que
incluyen a los caballitos de mar (Hippocampus spp.), peces pipa
(Syngnathus spp.), dragones de agua (Phyllopteryx taeniolatus) y dragones
de mar foliados (Phycodurus eques). Son especies que estan alcanzando
una gran popularidad en los acuarios de cria y exhibicion durante las
ultimas décadas. Actualmente, todas las especies de caballitos de mar
estan incluidas en la lista del Apéndice Il de especies en peligro de extincion
por la CITES, que restringe la importacion y exportacién legal de los
caballitos de mar, vivos o muertos. Actualmente, y gracias al desarrollo de
numerosas investigaciones, los acuarios mantienen poblaciones de
manera prolongada en cautividad y se ha logrado la reproduccion exitosa
de varias especies. A pesar del control ambiental, los signatidos desarrollan
patologias que pueden ir ligadas a errores en los parametros fisicoquimicos
de los acuarios, al estrés o a la entrada de agentes etioldgicos patdgenos.
No obstante, existe escasa informacion bibliografica sobre las
enfermedades que afectan a estas especies. Por ello, en este trabajo se
realizé un estudio patolégico sobre 4 animales (274 caballitos de mar, 110
peces pipa y 26 dragones de mar) procedentes del Oceanografic
(Valencia), Aquarium Finisterrae (A Coruna), Atlantis Aquarium (Madrid) y
de vida libre. Las patologias descritas en signatidos se agruparon en
infecciosas y ambientales. Dentro de la categoria infecciosa, los agentes
que se observaron con mayor prevalencia fueron las bacterias no
micobacterianas seguidas de las micobacterias. Mycobacterium fortuitum'y
Mycobacterium spp. fueron aisladas en 4 y 14 signatidos, respectivamente.
Ademas, 7 animales fueron positivos a los cebadores comunes de M.
chelonae y M. marinum. Los parasitos fueron el segundo grupo con mayor
prevalencia, siendo los protozoos ciliados los que se observaron con mayor

frecuencia, en concreto, los escuticociliados. En los animales de vida libre



destacd la presencia de trematodos de la familia Lepocreadiidae,
Hemiuridae y Buchepalidae vy, en animales de cautividad,
Cardiocephaloides longicollis de la familia Strigeidae. Por otro lado, se
identificaron dos tipos de cnidarios: uno de la clase myxozoa, localizado
principalmente en el rifidén, donde producia hipertrofia y dilatacion tubular
renal en caballitos y dragones de mar (no observandose en peces pipa); y
otro, llamado Sphaeromyxa sp., que estaba presente en un Nerophis
lumbriciformis. Por ultimo, se observo feohifamicosis en todos los grupos
de signatidos, excepto en peces pipa. En la categoria ambiental, la
patologia mas frecuente fue la miopatia simétrica bilateral, en todos los
grupos de signatidos; y el enfisema subcutaneo en segundo lugar. No se
observaron enfermedades neoplasicas ni congénitas.

En el segundo bloque de esta tesis doctoral se realiz6 un estudio patolégico
centrado en la Ortiga del Pacifico (C. fuscescens) y la Ortiga japonesa (C.
pacifica). El filo Cnidaria es un grupo diverso de animales invertebrados
que estan siendo cada vez mas populares en los acuarios de cria y
exposicion al igual que los signatidos. Dentro del filo encontramos cuatro
grupos diferentes compuestos por Anthozoa, Scyphozoa, Cubozoa e
Hydrozoa. A pesar de la importancia ecolégica de los cnidarios, su uso en
investigacion y su popularidad en zoologicos y acuarios, la presencia de
publicaciones sobre las patologias que les afectan es escasa. En este
trabajo se observo que, durante un periodo de 12 meses, un grupo de 14
medusas del género Chrysaora: 11 ortigas marinas del Pacifico (Chrysaora
fuscescens) y 3 ortigas marinas japonesas (Chrysaora pacifica),
mantenidas en un acuario, desarrollaron lesiones ulcerativas en la
exumbrela. En 6 casos (42,9%) la ulceracion fue profunda y transmural,
perforando la mesoglea y la subumbrela. En 6 casos (42,9%) se observaron
protozoos ciliados histolégica y morfolégicamente compatibles con
escuticociliados en la mesoglea y la cavidad gastrovascular. En 2 casos
(14,3%) se encontraron dinoflagelados comensales (zooxantelas) en la
mesoglea y en el citoplasma de los escuticociliados. Durante este periodo,

los parametros de calidad del agua, incluidos los niveles de temperatura,



pH, potencial de oxidacién-reduccién, salinidad, oxigeno disuelto,
amoniaco y nitritos fueron monitorizados diariamente. Las principales
anomalias en la calidad del agua fueron niveles elevados de nitritos y pH
por encima de los rangos de referencia recomendados para C. fuscescens,
y temperatura elevada por encima de los rangos de referencia
recomendados para el tanque de C. pacifica. Después de la correccion de
los parametros de calidad del agua, se observo una mejora aparente de las
lesiones. En este caso, los factores ambientales se consideraron los
factores predisponentes mas probables para el desarrollo de lesiones
ulcerativas, y los protozoos ciliados se consideraron patégenos

secundarios.






Abstract

Doctoral thesis is divided into two blocks: the first part focuses on the
description of the main pathological processes observed in syngnathids,
while the second part shows a pathological study in cnidarians. Syngnathids
are a family of teleost fishes that include seahorses (Hippocampus ssp.),
pipefishes (Syngnathus spp.), water dragons (Phyllopteryx taeniolatus), and
leafy seadragons (Phycodurus eques). They are species that are becoming
very popular in breeding and display aquariums in the last decades.
Currently, all species of seahorses are included in the Appendix Il list of
endangered species by CITES, which restricts the legal import and export
of seahorses, dead or alive. Nowadays, and thanks to the development of
numerous investigations, aquariums maintain populations in captivity for a
long time and the successful reproduction of several species has been
achieved. However, and despite environmental control, syngnathids
develop pathologies that can be linked to errors in the physicochemical
parameters of aquariums, to stress or to the entry of pathogenic etiological
agents. Even so, there is still so little bibliographic information on the
diseases that arise in these species. For this reason, in this work a
pathological study was carried out on 410 animals (274 seahorses, 110 pipe
fish and 26 sea dragons) from the Oceanografic (Valencia), Aquarium
Finisterrae (A Corufia), Atlantis Aquarium (Madrid) and of free life The
pathologies found in syngnathids were grouped into infectious and
environmental. Within the infectious category, the agents that were
observed with the highest prevalence were non-mycobacterial bacteria
followed by mycobacteria. Mycobacterium fortuitum and Mycobacterium
spp. that were isolated at 4 and 14 syngnathids, respectively. In addition, 7
animals were positive to the common primers of M. chelonae and M.
marinum. Parasites were the second most prevalent group, with ciliated
protozoa being the most frequently observed, specifically scuticociliates. In
free-living animals, the presence of trematodes of the Lepocreadiidae,
Hemiuridae and Bucephalidae families stands out, and in captive animals,

Cardiocephaloides longicollis of the Strigeidae family. On the other hand,



two types of cnidarians were identified: one of the myxozoa class, located
mainly in the kidney, where it produced renal tubular atrophy and dilation in
seahorses and seadragons (not observed in pipefish); and another, called
Sphaeromyxa sp., which was present in a Nerophis lumbriciformis. Finally,
pheohyfamycosis was demonstrated in all syngnathid groups, except
pipefish. In the environmental category, the most frequent pathology was
bilateral symmetric myopathy, in all syngnathid groups; and subcutaneous
emphysema in second place. No neoplastic or congenital diseases were
observed.

In the second block of this doctoral thesis, we carried out a pathological
study focused on the Pacific Nettle (C. fuscescens) and the Japanese Nettle
(C. pacifica) was carried out. The phylum Cnidaria is a diverse group of
invertebrate animals. They are species that are also becoming increasingly
popular in breeding and exhibition aquariums, just like syngnathids. Within
the phylum we find four different groups composed by Anthozoa,
Scyphozoa, Cubozoa and Hydrozoa Despite the ecological importance of
cnidarians, their use in research and their promotion in zoos and aquariums,
the presence of publications on the pathologies that photograph them is, as
in meanings, scarce. In this work it was shown that, during a period of 12
months, a group of 14 jellyfish of the genus Chrysaora: 11 Pacific sea
nettles (Chrysaora fuscescens) and 3 Japanese sea nettles (Chrysaora
pacifica), kept in an aquarium, developed ulcerative lesions on the
exumbrella. In 6 cases (42.9%) the ulceration was deep and transmural,
perforating the mesoglea and the subumbrella. In other 6 cases (42.9%),
ciliated protozoa histologically and morphologically compatible with
scuticociliates were observed in the mesoglea and gastrovascular cavity. In
2 cases (14.3%) commensal dinoflagellates (zooxanthellae) were found in
the mesoglea and in the cytoplasm of the scuticociliates. During this period,
water quality parameters including temperature, pH, oxidation-reduction
potential, salinity, dissolved oxygen, ammonia, and nitrite levels were
monitored daily. The main water quality anomalies founded were elevated

nitrite and pH levels above the recommended reference ranges for C.



fuscescens and elevated temperature above the recommended reference
ranges for the C. pacifica tank. After correction of the water quality
parameters, an apparent improvement of the lesions was observed. In this
case, environmental factors were considered the most likely predisposing
factors for the development of ulcerative lesions, and ciliated protozoa were

considered secondary pathogens.
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Figura 11. Bacterias no micobacterianas en signatidos. (a)
Hippocampus reidi, branquias. Necrosis del epitelio de las lamelas y
colonias bacterianas (asterisco amarillo). H-E. 20x. (b) Hippocampus
guttulatus, higado. Pérdida de la estructura del parénquima hepatico
por la presencia de un foco de necrosis (flecha roja). H-E. 40x. (c)
Syngnathus acus, intestino posterior. Pérdida de epitelio junto con
inflamacion polimorfonuclear y necrosis (flecha roja). Presencia de
colonias bacterianas. H-E. 20x. (d) Phyllopterix taeniolatus, higado.

Presencia de bacilos gram positivos (asterisco amarillo). Gram. 40x.
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Figura 12. Epiteliocistis. Hippocampus reidi, branquias. Foco de

bacterias basofilas cocoides, de 0,5 ym de tamafo. H-E. 20x.
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Figura 13. Lesiones macroscopicas de signatidos con micobacteriosis.
(a) Hippocampus reidi con una ulcera roja de 4 mm de diametro en la
cola (flecha roja). (b) Caballito de mar Hippocampus guttulatus con
exoftalmia leve y apariencia opaca del ojo derecho. Recuadro: La
seccidn transversal del ojo blanco mostré un nédulo blanco retro bulbar
de 3 mm que desplaza el ojo (flecha roja). (c) Hippocampus guttulatus
con piel blanca y elevada por la presencia de un ndédulo de 1 cm en la
cavidad celémica. Recuadro: La seccién transversal revelé un nédulo
de 1 cm con contorno elevado y consistencia firme que se originaba en
la pared de la cavidad celémica (asterisco). (d) Dragén comun
(Phyllopteryx taeniolatus) con nédulos blancos multifocales a

coalescentes de 1 mm en el higado (asterisco).
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Figura 14. Lesiones microscopicas de signatidos con micobacteriosis.
(@) Mesenterio.  Phyllopteryx  taeniolatus con inflamacion
granulomatosa nodular a difusa y restos necroticos. H-E. 40x. (b)
Branquias. Syngnathus acus con capilar lamelar distendido y ocluido
por émbolos bacterianos (flecha). H-E. 60x. Recuadro: Embolo
bacteriano con bacterias acidorresistentes. Z-N. 60x (c) Higado con
numerosos macrofagos cargados de bacterias acidorresistentes
(asterisco). Z-N. 60x. (d) Mesenterio. Syngnathus acus con un trombo
formado por macréfagos adheridos a la pared de un vaso de tejido
mesentérico (flecha). (f) Corazdn. Syngnathus acus con émbolos

bacterianos en la luz del ventriculo cardiaco (asterisco). H-E. 10x.
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Recuadro: Embolo bacteriano con bacterias acidorresistentes. Z-N. 60x
(f) Piel. Hippocampus reidi con reemplazo de fibras de colageno por
macrofagos y necrosis (flecha). H-E. 20x. (g) Cerebro. Hippocampus
guttulatus con hemisferios cerebrales asimétricos con presencia de
inflamacién compuesta por macrofagos y restos necroticos que
reemplazaban al neuropilo (asterisco). H-E. 2x. (h) Ojo. Hippocampus
guttulatus con ojos asimétricos por presencia de inflamacion
granulomatosa periocular que infiltraba produciendo la rotura del ojo
derecho (flecha). H&E. 2x.

Figura 15. Escuticociliado con forma de lagrima. Presencia de un
macronucleo y vacuolas contractiles en su interior, todo ello tapizado

por una multitud de cilios. PAS. 60x.
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Figura 16. Lesiones microscépicas de signatidos con escuticociliados.
(a) Piel de Syngnathus acus. Presencia de escuticociliados en la piel
sin presencia de inflamaciéon. H-E. 60x. (b) Musculo esquelético de
Hippocampus guttulatus. Presencia de escuticociliados reemplazando

y destruyendo fibras de musculo junto con macréfagos. H-E. 40x.
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Figura 17. Raspado de piel de Hippocampus reidi. |dentificacién de
Trichodinidae con aro de cilios internos (flecha blanca), externos (flecha

roja) y macronucleos (asterisco).
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Figura 18. Lesiones macro y microscopicas de signatidos con
Trichodinidae. Hippocampus reidi (a) Piel de la cola y cavidad celémica
de color rojo difuso. (b) Extravasacion de eritrocitos, de moderada a

grave, por la presencia de Trichodinidae. H-E. 40x.
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Figura 19. Microscopia electrénica de barrido de Trichodinidae.
Estructura con forma de copa invertida y con un hueco en el interior de
10 x 20 ym
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Figura 20. Raspado de piel de Hippocampus abdominalis. Protozoo

flagelado con macronucleo central (asterisco) y flagelo (flecha blanca).
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Figura 21. Lepocreadiidae gen. sp. Detalle de la parte anterior.
Tegumento espinoso (asterisco), ventosa oral (flecha blanca) con

faringe (flecha roja) ubicada en la parte posterior de la ventosa oral
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Figura 22. Hallazgos macro y microscépicos de Lepocreadiidae gen.
sp. (a) Corte transversal macroscépico de Syngnathus abaster a nivel
de la cavidad celémica craneal donde se observa higado (asterisco
blanco) e intestino anterior (asterisco rojo). En el higado se observan
tres quistes de 0,2-0,5 mm (flechas negras) (b) Higado del mismo
individuo con dos metacercarias (flechas negras) sin apenas

inflamacioén asociada. H-E. 2x.
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Figura 23. Caracteristicas morfolégicas de Hemiuridae gen. sp. en
Nerophis lumbriciformis. (a) Parasito sin tefiir donde se observa el
ovario (flecha), y el ecsoma (asterisco). (b) Parasito tefido con la
tincion carmin donde se observa la ventosa oral (flecha negra), faringe
(flecha naranja), la ventosa ventral (flecha verde), los ciegos (asterisco

negro) y el ecsoma (asterisco verde).
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Figura 24. Hallazgos macro y microscépicos de Hemiuridae gen. sp.
Syngnathus typhle (a) Corte transversal con higado, intestino y
musculo. Presencia de quistes parasitarios (flechas). (b) Corte

transversal con dos metacercarias en el higado (flechas). H-E. 2x.
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Figura 25. Hallazgos macro y microscopicos de Cardiocephaloides
longicollis. (a) Corte transversal macroscépico de Syngnathus abaster
a nivel de branquias y cerebro con un quiste con pared gruesa de 0,5
mm (flecha) (b) Cerebro del mismo individuo con dos metacercarias en
el interior del quiste (flecha) produciendo dilatacién del ventriculo y

espongiosis. H-E. 2x.
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Figura 26. Hallazgos microscépicos de Trypanorhyncha. (a)
Phyllopterix taeniolatus Intestino anterior. Cuatro quistes parasitarios
con cortes transversales del parasito (flecha azul) y un quiste
calcificado (flecha negra). H-E. 20x. (b) Detalle del plerocercoide donde
se observa los tentaculos espinados en la bola tentacular (flechas

negras) y el blastocisto (asterisco rojo). H.E. 40x.

123

Figura 27. Hallazgos microscopicos de Hysterothylacium. Syngnathus
typhle, cavidad celémica. Se observa musculatura (“polymyarian-

coelomyarian”), el pseudoceloma e intestino con luz tricuspide.

124

Figura 28. Hallazgos microscopicos de mixozoos. Phyllopterix

126




taeniolatus. (a) Rindn. Espora esférica rodeada por una pared retractil
y un gran nucleo. PAS. 60x (b) RiAén. Dilatacién, hipertrofia e

hiperplasia de tubulos renales. H-E. 20x.

Figura 29. Hallazgos macro y microscépicos de Sphaeromyxa sp.
Nerophis lumbriciformis (a) Vesicula biliar con estructura en forma de
“C” (flecha negra) produciendo dilatacion de la vesicula. (b) Plasmodio
esporogonico (asterisco rojo), capa gruesa (asterisco negro) y

esporogonia (flecha negra). H-E 40X.
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Figura 30. Hallazgos macroscopicos de feohifamicosis. (a)
Hippocampus abdominalis con una ulcera de 1 cm de diametro en
cavidad celémica. (b) Phyllopterix taeniolatus con una ulcera de 2 cm

en la zona mas craneal de la cola.
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Figura 31. Hallazgos microscopicos de feohifamicosis. (a)
Hippocampus  abdominalis, branquias. Estructuras flngicas
pigmentadas en areas de necrosis. H-E. 20x. (b) Phyllopterix
taeniolatus, mesenterio. Hifas septadas, con ramificaciones irregulares,
no dicotémicas y paredes delgadas en el interior de los vasos y en

areas de restos celulares del tejido mesentérico. Grocott. 40x.
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Figura 32. Hallazgos histoldgicos de la miopatia simétrica bilateral. (a)
Hippocampus abdominalis. Imagen a pocos aumentos donde se
aprecia la musculatura afectada (asterisco negro) comparada con la
musculatura no afectada. (b) Hippocampus reidi. Hipereosinofilia de las
fibras, pérdida de estriacion, esféricas, y sin células inflamatorias. (c)
Hippocampus abdominalis. Fragmentacién de fibras musculares,
restos necroticos y presencia de macrofagos. (d) Syngnathus typhle.
Pérdida de la estructura normal del musculo reemplazado por tejido

conjuntivo fibroso, con ausencia o poca cantidad de inflamacion.

131

Figura 33. Hallazgos macro y microscopicos del enfisema subcutaneo.
Hippocampus hippocampus. (a) Multiples nodulaciones de 1-5 mm con
distribucion multifocal a coalescente a lo largo de toda la cola. (b)
Numerosas cavidades localizadas en la cola expandiendo la dermis y

elevando la epidermis. H-E. 2x.

134

Figura 34. Anatomia de las medusas. (a) Aurelia labiata (vista lateral),

se puede apreciar la exumbrela, los tentaculos marginales y los brazos

137




orales. (b) Aurelia labiata (vista ventral), nétese la subumbrela con las

gobnadas y la apertura digestiva en posicion central.

Figura 35. Histologia normal de las medusas. (a-b) Chrysaora
melanaster. Umbrela. Se observan las diferentes capas epiteliales;
exumbrela (E) y subumbrela (S), separadas por la mesoglea (M). La
exumbrela contiene los cnidocitos (c) y células pigmentarias (pc). Los
cnidocitos se distribuyen formando rosetas separadas por numerosas
células mucosas (mc). La mesoglea contiene escasas células
inflamatorias denominadas amebocitos. H-E. 20x. (¢) Chrysaora
melanaster. Umbrela), se aprecia una gran cantidad de pigmento

marron localizado en la mesoglea; H-E. 20x.
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Figura 36. Histologia normal de las medusas (a) Chrysaora
fuscescens. Brazos orales. Se observa la capa ectodérmica que
contiene numerosas cnidocitos (c) y una cantidad baja de mesoglea
(M). H-E. 20x. (b) Cassiopea xamachana. Brazos orales. Se muestra el
ectodermo (E) con numerosos cnidocitos (c) y nematocistos (nc)
maduros conteniendo el filamento urticante. Se puede apreciar un
numero variable de células pigmentarias (p) y células glandulares (gc).
H-E. 40x. (c) Cassiopea xamachana. Ovario. Se observa la cavidad
gastrica (cg) separada por la gastrodermis (G), el ovario esta formado
por numerosos oocitos maduros (oc) que presentan un nucleo (n) con
nucleolo (ns) y oogonias (og). El seno genital (gs) esta delimitado por

epitelio genital (ge). H-E. 20x.
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Figura 37. Hallazgos macroscépicos de las medusas. (a) C.
fuscescens. Exumbrela. Lesiones ulcerativas moderadas en la
exumbrela (flecha). (b) C. fuscescens. Exumbrela. Ulcera exumbrelar
moderada con oscurecimiento del tejido periulcerativo. (c) C. pacifica.
Exumbrela. Ulcera grave, transmural, focalmente extensiva de 5 cm de
diametro. (d) C. fuscescens. Exumbrela. Ulcera grave y transmural
provocando herniacion de tentaculos y gonadas a través de la

exumbrela.
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Figura 38. Hallazgos histolégicos de las medusas. (a). C. fuscescens.
Exumbrela y mesoglea. Ulceracion de exumbrela (flecha) con

desorganizacion moderada de las fibras mesogleales (punta de flecha)

142




debido a la expansion de la mesoglea por edema. H-E. 10x. (b) C.
fuscescens. Epitelio exumbrelar. El epitelio exumbrelar estaba
moderadamente engrosado debido al aumento del nimero de células,
hiperplasia epitelial (punta de flecha). H-E. 20x. (c) C. pacifica. Cavidad
gastrovascular y mesoglea. Protozoos ciliados (flecha) y numerosas
zooxantelas (punta de flecha) presentes en la mesoglea. H-E. 20x. (d)
C. pacifica. Mesoglea y cavidad gastrovascular. Numerosos
amebocitos (flecha) infiltrando la mesoglea asociada a protozoos

(asterisco) y zooxantelas (punta de flecha). H-E. 20x.

Figura 39. El grafico muestra los cambios de temperatura y pH en el
tanque de agua de C. fuscescens durante el periodo de estudio. Temp,
temperatura; Tmax, temperatura maxima; T min, temperatura minima;

pH max, maximo pH; pH min, pH minimo.
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Figura 40. El grafico muestra los cambios de nitritos y amoniaco en el
tanque de C. fuscescens durante el periodo de estudio. Se registraron
altos valores de nitritos durante la mayor parte del estudio, mientras
que el amoniaco se elevd solo ocasionalmente. NO2, Nitrito; NH3,

amoniaco; max, maximo
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Figura 41. El grafico muestra los cambios de temperatura y pH en el
agua del tanque de C. pacifica durante el periodo de estudio. Temp,
temperatura; T max, temperatura maxima; T min, temperatura minima;

pH max, pH maximo; pH min,pH minimo.
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Figura 42. El grafico muestra los cambios en nitritos y amoniaco en el
tanque de agua de C. pacifica durante el periodo de estudio. Se
registraron valores puntualmente altos de nitritos y amoniaco durante
los meses de julio-septiembre y junio-agosto, respectivamente. NO2,

Nitrito; NH3, amoniaco; max, maximo.
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