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Abstract.- Osteological development of the vertebral column, caudal complex and median fins in larvae of the bullseye puffer fish, 
Sphoeroides annulatus, were studied using specimens cleared and double stained for bone and cartilage. The first cartilaginous 
structures appeared 10 days (4.2 mm NL) after hatching and by day 28 (14.9 mm TL) most of the bone elements had already formed. 
Sphoeroides annulatus exhibited fusion of bone elements, the same as other Tetradontiformes, one of the most evolved teleosts.
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Introducción
El botete diana Sphoeroides annulatus (Jenyns, 1842), 
pertenece al orden Tetraodontiformes el cual agrupa 435 
especies (Nelson et al. 2016) que habitan la mayoría en 
ecosistemas marinos y algunas penetran aguas salobres 
y dulceacuícolas. En la región Noroeste del Pacífico 
mexicano, esta especie es un importante recurso pesquero, 
con un alto valor comercial (Komar et al. 2004, Chávez-
Sánchez et al. 2008, García-Ortega 2009, Abdo-de la Parra 
et al. 2010, 2013).

Existe considerable información sobre la taxonomía y 
evolución de este orden, la mayoría proveniente de estudios 
con organismos adultos, ya que presentan una estructura 
osteológica inusual y diversa por su avanzada evolución 
dentro de los teleósteos (Tyler 1980, Brainerd & Patek 
1998, Santini & Tyler 2003, Amores et al. 2004, Holcroft 
2005, Alfaro et al. 2007, Yamanoue et al. 2007, Santini et 
al. 2013, Matsuura 2015). Sin embrago, se conoce menos 
respecto de las fases larvales (Fujita 1992, Britz & Johnson 
2005, Konstantidinis & Johnson 2012). 

Dada la importancia comercial de la especie S. 
annulatus, resulta relevante el obtener información sobre 
los aspectos morfológicos del desarrollo osteológico 
de sus estructuras, para poder detectar la incidencia de 
malformaciones que se puedan presentar bajo condiciones 
de cultivo (Gavaia et al. 2002, Çoban et al. 2009, 
Hernández et al. 2012). Por lo tanto, el presente trabajo 

tuvo como objetivo describir el desarrollo de los elementos 
que conforman la columna vertebral, el complejo caudal y 
las aletas medias de S. annulatus durante la etapa larval, 
para generar una herramienta de referencia de apoyo en el 
cultivo de esta especie.

Materiales y métodos
Las larvas de S. annulatus provinieron del desarrollo de 
huevos obtenidos por fertilización artificial de gametos de 
una pareja de reproductores en cautiverio, pertenecientes 
al Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo 
(CIAD), en la unidad Mazatlán. El cultivo larvario se llevó 
a cabo en condiciones de 28,7 °C, 33,4 de salinidad y 6,5 
mg L-1 O2, siguiendo los protocolos establecidos por Abdo-
de la Parra et al. (2010) y Rodríguez-Ibarra et al. (2013). 
Diariamente se tomó un tamaño de muestra promedio de 
ejemplares de 13,5 (±1,4) desde el primer día hasta el día 28 
después de la eclosión (DE). Los ejemplares se sacrificaron 
con una sobredosis del anestésico 2-fenoxietanol (Sigma 
Aldrich) y en cada uno se registró la longitud notocordal 
(LN) y la longitud estándar (LE) de acuerdo a su fase 
de flexión del notocordio (Kendall et al. 1984). Las 
larvas recién eclosionadas y del día 2 se midieron bajo el 
microscopio utilizando el objetivo 4X adaptado con un 
micrómetro ocular, y a partir del tercer día se utilizó un 
vernier digital (resolución de 0,01 ± 0,03 mm) para medir 
los ejemplares. 
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Resultados y discusión

Desarrollo de las estructuras de la columna 
vertebral, del complejo caudal y aletas medias 
durante el cultivo larvario

Se utilizaron 380 especímenes desde 1,7 mm de longitud 
notocordal (LN) hasta 15,8 mm de longitud total (LT); esta 
última corresponde a la longitud alcanzada a los 28 días 
después de la eclosión (DDE). Al eclosionar, las larvas de 
S. annulatus no presentaron ninguna estructura cartilaginosa 
(Fig. 1A). A los 10 DDE los ejemplares midieron 4,2 mm LN 
en promedio, se observaron 6 arcos neurales (An), mostrando 
mayor osificación los tres 3 más anteriores. También se han 
desarrollado 4 pterigióforos dorsales proximales (Pdp) 
y 2 pterigióforos anales proximales (Pap), los cuales se 
distinguen como barras cartilaginosas finas. El primero de 

Los especímenes se fijaron en formaldehído al 10%, 
en buffer fosfato, y posteriormente se procesaron con 
la técnica de diafanización y tinción diferencial para 
cartílago (azul alcián) y hueso (rojo de alizarina), descrita 
por Potthoff (1984) con algunas modificaciones. Una 
vez transparentados, los ejemplares fueron examinados 
para determinar el estadio de desarrollo y morfología 
de sus estructuras cartilaginosas y óseas, a través de un 
microscopio estereoscópico (Olympus® SZ) equipado con 
una cámara (Olympus® SP-350), con la que se tomaron 
fotos para hacer la descripción. La nomenclatura utilizada 
para describir los elementos osteológicos fue de acuerdo 
a Fujita (1992), Koumoundouros et al. (1997, 1999), 
Gavaia et al. (2002), Gállego (2008), Laggis et al. (2010) 
y Konstantinidis & Johnson (2012). 

Figura 1.  Diferentes etapas de desarrollo de la columna vertebral, complejo caudal y aletas medias de Sphoeroides annulatus. A) 1,7 mm LN, B) 
4,2 mm LN, C) 6,5 mm LN, D) 9,3 mm LN, E) 11,6 mm LN y F) 14,9 mm LE (la simbología se explica en el texto) / Different development stages of the 
vertebral column, caudal complex and median fins of Sphoeroides annulatus. A) 1.7 mm NL, B) 4.2 mm NL, C) 6.5 mm NL, D) 9.3 mm NL, E) 11.6 mm TL 
and F) 14.9 mm SL (the symbology is explained in the text)
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los Pap se bifurca desde la mitad de su longitud hacia su 
parte distal, es más grande al resto de los pterigióforos, los 
cuales disminuyen su tamaño progresivamente hacia la zona 
caudal (Fig. 1B). De acuerdo con el trabajo de Fujita (1992) 
en larvas de Takifugu niphobles y de Britz & Johnson (2005) 
en larvas de Monotrete leirus, reportan que las primeras 
estructuras esqueléticas se observaron a una LN de 2,9 y 
de 3,8 mm respectivamente, mientras que en S. annulatus 
fue hasta los 4,2 mm de LN. 

En el día 14 después de la eclosión (DE), el notocordio se 
encuentra en fase de preflexión con un tamaño promedio de 
6,5 mm LN, se observaron 13 arcos neurales (An) osificados, 
con un desarrollo progresivo en sentido céfalo caudal; los 5 
más distales se aprecian poco desarrollados. Asimismo, se 
detectó la presencia de 8 Pdp y de todos los Pap (5), ambos 
en estadio cartilaginoso y 7 de los 8 radios (R) de la aleta 
dorsal y 5 de los 11 radios principales (Rp) de la aleta caudal. 
También se observaron las dos placas hipurales (H) en fase 
cartilaginosa (Fig. 1C). A los 19 DDE, con una longitud 
promedio de 9,3 mm LN, el notocordio se encuentra en fase 
de flexión (Fig. 1D). Se observó osificación en 6 vértebras 
centrales (Vc), en 7 arcos hemales (Ah) y en 15 An, siendo 
muy pequeños los 3 últimos. Se observaron los radios 
distales (Rd), estructuras cartilaginosas de forma esférica, 
tanto en la aleta dorsal como en la anal. El desarrollo de 
los 9 Pdp, los 7 R anales y 5 R del H1 y 4 del H2 se ha 
completado. También se observó la presencia de estructuras 
aún en forma cartilaginosa que formarán parte del esqueleto 
caudal, como son la espina neural del centro preural 2 
(Encp2), la espina hemal del centro preural 2 (Ehcp2) y el 
parahipural (Ph). Estas estructuras del complejo caudal son 

descritas por Fujita (1992) y Britz & Johnson (2005) en T. 
niphobles y M. leirus, pero a un tamaño de larva mucho 
menor que en S. annulatus (Fig. 1D).

En el día 24 DE, se registró en los ejemplares una LN 
promedio de 11,6 mm y el notocordio aún en estado de 
flexión. Se observó osificación en los 16 An, 8 hemapófisis 
(Hp), 8 Ah y los 11 Rp. Los 2 H y el Ph aún se encuentran en 
estado cartilaginoso (Fig. 1E). A los 28 DDE los organismos 
tuvieron una talla promedio de 14,9 mm LE (Fig. 1F) y el 
notocordio en fase de posflexión. Se observó la presencia 
del centro preural 2 (Cp2), el centro ural (Cu), las 8 espinas 
hemales (Eh), las 16 espinas neurales (En) y el epural 
(E), el cual se encuentra libre a diferencia del Ph que está 
adherido a Cu y a H1. El epural es el último elemento que 
aparece en el complejo caudal al igual que especies como 
Monotrete suvattii (Konstantinidis & Johnson 2012). A esta 
talla la mayoría de las estructuras de la columna vertebral 
y del complejo caudal de S. annulatus ya se encuentran 
osificadas con excepción de Pdp, Pap, Rd, H2, Encp2, 
Ehcp2, E y parte de H1.

La columna vertebral de las larvas de S. annulatus se 
divide en dos regiones, la abdominal con 8 vértebras y 
la caudal con 10, incluido el centro ural. Cada vértebra 
abdominal está equipada con un arco y espina neural 
y las 5 más anteriores poseen hemapófisis en su parte 
ventral (Fig. 2). De acuerdo a lo reportado por Watson 
(1996) en relación con el número de vértebras totales 
de la familia Tetraodontidae, S. annulatus se encuentra 
dentro del intervalo (17 a 19). Asimismo, las vértebras 
caudales poseen arcos y espinas neurales y ventrales, a 

Figura 2. Estructuras osteológicas que componen la columna vertebral, complejo caudal y aletas medias de S. annulatus (la simbología se explica en 
el texto) / Osteological structures forming vertebral column, caudal complex and median fins of S. annulatus (the symbology is explained in the text)
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excepción del complejo caudal que está constituido por 
los elementos esqueléticos antes mencionados y que se 
muestran en la Figura 3. El bajo número de vértebras que 
presentan los Tetraodontiformes en comparación con otras 
especies, es una característica primitiva de este grupo, así 
como la fusión de los hipurales que se consolidaron por un 
proceso evolutivo en dos placas en especies de la familia 
Tetraodontidae, o bien como en la Diodontidae que solo 
tienen una placa hipural o Molidae que simplemente no 
existe ningún hueso hipural (Tyler 1970, 1980; Johnson & 
Britz 2005, Konstantidinis & Johnson 2012). 

Por tanto, se concluye que, el conocimiento del desarrollo 
osteológico de la columna vertebral, del complejo caudal 
y aletas medias de las larvas de S. annulatus, es una 
herramienta útil para el estudio de los procesos detallados 
de la ontogenia de la especie y los resultados aportan 
información básica para futuros estudios en nutrición y 
larvicultura, para evaluar posibles factores que puedan 
incidir sobre desarrollo de los organismos.
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