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Abstract.- The osteological development of the vertebral column and the caudal complex of the clownfish Amphiprion ocellaris, an
important ornamental species is described. The organisms were reared under controlled conditions from hatching until 30 days
post hatch (DPH) and methods for the clearing and differential staining of bone and cartilage tissues were applied. At hatching
time, most of the vertebral elements had developed in cartilage stage and the notochord in pre-flexion larvae; 11 neural arches
were located in the abdominal region while 12 neural arches and 12 haemal arches were found in the caudal region. In the caudal
complex, the hypurals were still separated from one another. On 6 DPH the notochord was in flexion stage and the ventral ribs
were observed, while 12 neural spines and 12 haemal spines had developed in the caudal region and the hypurals were fused. The
notochord was in the post-flexion stage on 11 DPH and the complex caudal completely formed with all the neural spines and
haemal spines fully developed. At 23 DPH all structures had ossified. The vertebral column was divided in the abdominal region
and comprised of 11 vertebrae while in the caudal region there were 15 vertebrae including the urostyle. Detailed information of
osteological structures serve as a reference for the timely detection of malformations during clownfish aquaculture.
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Resumen.- Se describe el desarrollo osteoldgico de la columna vertebral y del complejo caudal de Amphiprion ocellaris, una
especie de importancia ornamental. Los organismos se cultivaron bajo condiciones controladas desde la eclosién hasta los 30
dias después de eclosionar (DDE) y fueron procesados con los métodos de clareado vy tincion diferencial de tejidos dseos y
cartilaginosos. Las larvas al eclosionar ya tienen desarrollados la mayoria de sus elementos vertebrales en etapa de cartilago y
el notocordio en estado de pre-flexidn; la region abdominal presenta 11 arcos neurales y en la region caudal 12 arcos neurales
y 12 arcos hemales. En el complejo caudal se observaron los hipurales alun separados entre ellos. A los 6 DDE el notocordio se
encontrd en etapa de flexion y aparecen las costillas ventrales, y en la regién caudal se desarrollaron 12 espinas neurales y 12
espinas hemales y los hipurales ya se han fusionados. A los 11 DDE el notocordio ya estaba en pos-flexiéon y el complejo caudal
completamente formado, y se desarrollaron completamente todas las espinas neurales y espinas hemales. A los 23 DDE se
observé la osificaciéon de todas las estructuras. La columna vertebral de A. ocellaris se divide en una regién abdominal, con 11
vértebras y una regién caudal con 15 vértebras incluyendo el urostilo. El conocimiento detallado de las estructuras osteoldgicas
servira de referencia para la deteccién oportuna de malformaciones durante el cultivo del pez payaso.
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INTRODUCCION

En la actualidad la acuariofilia de peces marinos ha ido en
expansion a nivel mundial y México no es la excepcion,
convirtiéndose en un pasatiempo popular y cada vez se
intensifica el comercio de peces de ornato. Entre las especies
mas solicitadas y mejor cotizadas por los acuaristas esta el pez
payaso Amphiprion ocellaris (Cuvier, 1830), que pertenece
a la familia Pomacentridae y quien agrupa a otras especies de

ornato que son aproximadamente el 50% de las especies
comercializadas, siendo el pez payaso una de las 10 especies
de mayor demanda (Lango-Reynoso et al. 2012). Actualmente,
esta especie se esté cultivandoen las instalaciones de la Unidad
Mazatlan del Centro de Investigacion en Alimentacién y
Desarrollo (CIAD), obteniendo cosechas constantes de
juveniles, los cuales son comercializados y al mismo tiempo se
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estan realizando diversas investigaciones para mejorar su cultivo
(Abdo de la Parra et al. 2013, Velasco-Blanco et al. 2016).

Uno de los problemas graves que se presenta en los criaderos
de peces es la presencia de malformaciones esqueléticas
(lordosis, cifosis, escoliosis, fusion de vertebras, etc.) por
diversos factores ya sea genéticos, nutricionales, condiciones
de cultivo, entre otros (Fraser et al. 2004, Hernandez et al.
2013), y el pez payaso no es la excepcion, ya que durante
cada ciclo de cultivo se ha dado la presencia de peces deformes,
lo cual incide negativamente en la produccion de los organismos
y se ve reflejado en pérdidas econdmicas (Boglioni et al. 2001,
Fernéndez et al. 2008). Si bien, se ha observado que dichas
deformidades no les afecta aparentemente en sus funciones
bésicas, la finalidad de su reproduccion y crianza en cautiverio
es la obtencion de organismos con caracteristicas externas
normales y por consiguiente saludables.

El desarrollo osteoldgico en larvas de peces es un proceso
detallado que se inicia con la formacion de cartilago ysu posterior
osificacion. Tal es el caso del complejo caudal, donde sus
elementos que lo conforman en alglin momento se fusionan o
desaparecen durante el proceso. El conocimiento de la
estructura dsea del pez payasoy su evaluacion temprana de las
caracteristicas meristicas como con el nimero de vértebras y/o
componentes esqueléticos serd Util para detectar oportunamente
alguna deformacion y descartar de la produccion aquellos peces
que la presenten. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo
fue describir los elementos que conforman la columna vertebral
y del complejo caudal de las larvas del pez payaso, para generar
una herramienta de referenciay poder evaluar la calidad durante
su cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Las larvas del pez payaso fueron obtenidas de un desove de
una pareja de reproductores en cautiverio, pertenecientes al
CIAD unidad Mazatlan. El cultivo larvario se llevo a cabo en
tanques de 300 L bajo condiciones 6ptimas, con una
temperatura de 28°C, salinidad de 33 y 6,2 mg L de oxigeno.
Se usd la técnica de agua verde y del dia 1 al 9 después de la
eclosion (DDE) se afiadieron microalgas Nannochloropsis
oculata e Isochrysis galbana, asimismo se agregaron rotiferos
de la especie Brachionus rotundiformis (10-20 organismos
mL1). Parael 9 DDE se afiadi6 al tanque de cultivo nauplios
de Artemia sp. y posteriormente adultos enriquecidos. A partir
del 19 DDE se empez0 a destetar a los organismos mediante
alimento comercial para peces de ornatos en forma de hojuela
(Abdo- de la Parra et al. 2013).

Se tomaron muestras de peces desde el primer dia de
nacidos hasta el dia 30, los cuales primeramente se sacrificaron
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con el minimo de estrés mediante una sobredosis del anestésico
2-fenoxietanol (Sigma Aldrich). Se registré la longitud total (LT)
de los especimenes, utilizando un vernier digital con una
resolucion de 0,01 + 0,03 mm, y posteriormente se procesaron
con la técnica de diafanizacion (clareado) ytincion diferencial
de huesoy cartilago (doble tincién) descrita por Potthoff (1984)
con algunas modificaciones.

Los especimenes fueron fijados por 24 h en formol (Hycel)
al 10% en buffer fosfato. La deshidratacion se realizd por 24 h
en etanol al 50% (Fisher) y posteriormente a etanol 100% otras
24 h. La tincion de cartilago de los especimenes se llevo a
cabo de 24 a 48 h (de acuerdo al tamafio) utilizando 70 ml
etanol absoluto, 30 ml &cido acético (JT Baker) y 20 mg de
azul aciano (Fluka). La neutralizacion fue de 12 h con borato
de sodio (Na,B,0.) (Fisher) saturado. Para realizar el
blanqueamiento de los especimenes se usd 15 ml de per6xido
(H,0,) (Fermont) al 3% y 85 ml de hidroxido de potasio (KOH)
(Fisher) al 1% durante 40 min. En especimenes pequefios se
aplicd esta solucién por unos cuantos segundos, hasta observar
que no se formaran burbujas. El aclaramiento de los ejemplares
se llevo a cabo utilizando 35 ml de Na,B,O, saturado, 65 ml
agua destilada y 50 mg de tripsina (Sigma Aldrich). Es
importante sefialar que, el tiempo de digestion de la enzima
sobre el musculo de los especimenes vari6 de acuerdo al tamafio
del mismo.

La tincion de hueso se realizd utilizando 100 ml KOHy 10
mg rojo alizarina (Sigma Aldrich) con una duracién de 1 a 4
dias de acuerdo al tamafio del espécimen. Para realizar la
transparentacion, se us6 35 ml Na,B,O, saturado, 65 ml agua
destilada y 50 mg de tripsina de 24 a 48 h, o bien hasta que se
eliminaron los restos de color y que el masculo se terminara de
digerir completamente. La decoloracidn se realiz6 utilizando
KOH al 1% y el tiempo que le llevo al espécimen fue
directamente proporcional al tamafio del mismo. Se hizo
recambios de solucidn cada 10 dias en los casos requeridos.
Para la preservacion de los especimenes se utilizo glicerina en
KOH al 1% a diferentes concentraciones, primero al 30%,
después al 60% y finalmente al 100%.

Cuando concluyo el proceso de aclarado y tincién de hueso
y cartilago de los especimenes del pez payaso, se llevé a cabo
el andlisis de los mismos, el cual consistid en observar a través
de un microscopio estereoscépico (Olympus® SZ) equipado
con una camara (Olympus® SP-350) con la que se tomaron
fotos de la columna vertebral y del complejo caudal de los
especimenes, en cada uno de los estadios de desarrollo, para
hacer la descripcion de estructuras 6seas y cartilaginosas
presentes. Los elementos osteoldgicos se describieron de
acuerdo a laterminologia utilizada por Lagler et al. (1990),



Koumoundouros et al. (1997, 1999), Gavaia et al. (2002),
Gaéllego (2008), Laggisetal. (2010) y Rodriguez-Ibarraetal.
(2015).

REsuLTADOS

Las estructuras que componen la columna vertebral y el
complejo caudal del pez payaso Amphiprion ocellaris se
presentan en la Tabla 1, con sus respectivas abreviaciones
utilizadas.

DESARROLLO DE LAS ESTRUCTURAS DE LA COLUMNA
VERTEBRAL Y DEL COMPLEJO CAUDAL DURANTE EL CULTIVO
LARVARIO

Las larvas recién eclosionadas midieron 4,0 mm LT, y se
observo la presencia de la mayoria de sus elementos vertebrales,
pero adn en etapa de cartilago. El notocordio se encontr6 en
estado de pre-flexion, yen la region abdominal, se desarrollaron
los 11 Any las estructuras cartilaginosas que darén lugar a las 6
P. Asimismo, en la regién caudal ya se han formado los 12 An
ylos 12 Ah, enel complejo caudal se observé la formacion de
los H (separados entre ellos) y Ph, asi como la presencia de 2
de los 3 E, ademés de los 2 Any los 2 Ah (Fig. 1a).

Tabla 1. Elementos del esqueleto de Amphiprion ocellaris y
sus abreviaciones/ Skeletal elements of Amphiprion ocellaris
clownfish and their abbreviations

Elemento del esqueleto Abreviatura

Vértebras centrales Ve
Arcos neurales An
Espinas neurales En
Costillas ventrales Cv
Costillas dorsales Cd
Parapofisis P
Arco hemal Ah
Espina hemal Eh
Epurales E
Hipurales H
Parahipural Ph
Espina neural modificada Enm
Espina hemal modificada Ehm
Arco neural especializado Ane
Centros preurales Cp
Urostilo U
Uroneural Un
Lepidotriquia L
Dermatotriquia D
Accesorio cartilaginoso Ac

Alos 6 DDE, se registr6 una LT promedio de las larvas de
9,2 mm. El notocordio ya se encontrd en etapa de flexiény en
lo que se refiere a la region abdominal, aparecen las Cvylos 6
Py3En(dela9alall). Enlaregion caudal, ya se han formado
las 12 Enylas 12 Eh; yenel complejo caudal los 3 E, el Ane,
los Ac1y2asicomolaDyseobservo lafusion de los H (1 +2
y 3+4). Cabe mencionar que todos estos elementos aln se
encontraron en estado cartilaginoso (Fig. 1b).

Alos 11 DDE (13,5 mmde LT), el notocordio se observo
en estado de post-flexion y la placa hipdrica se encontr6
completamente formada. Se apreciaron ya desarrollados y
osificados los P y todas las Eny Eh con sus arcos respectivos.
En la aleta caudal, también se han osificado la mayoria de los
elementos a excepcion de los E y del Ane. En el pedinculo
caudal se observo la aparicion del Untambién ya osificado y
del Ac3 (Fig. 1c).

Alos 23 DDE los especimenes alcanzaron una LT de 17,6
mm (Fig. 1d), se observé la osificacion de todas las estructuras
tanto de la region abdominal como caudal y la base de los radios
caudales, solo hay presencia de cartilago en la base donde se
insertan dichos radios y en la parte ventral de los Cp y del U.
Las V¢ han cambiado su cuerpo casi cuadrado y ya muestran
su forma anficélica (cuerpo cilindrico y extremos concavos)
(Gallego 2008, Olivares & Rojas 2013). A los 30 DDE que
fue el dia que culmind el experimento, los organismos tuvieron
una LT promedio de 20,5 mm, se observo las VVc més alargadas,
debido a que sus extremos son mas concavos (Fig. 1e), asi
como la presencia de Cd osificadas (Fig. 2).

En el caso del complejo caudal, desde el 1 DDE se observé
el desarrollo de varias de sus estructuras, con una clara
separacion entre los H y Ph. Posteriormente, a los 6 DDE ya
se unieron los H 1 y 2 asi como el 3 y 4 para dar origen a 2
placas, yen el caso del Ph éste se encuentra unido solo de su
basey fue hasta el 30 DDE que se observé fusionado casi en
sutotalidad a losH 1y 2 (Fig. 1).

COLUMNA VERTEBRAL Y COMPLEJO CAUDAL

En el presente estudio fueron procesados un total de 90
especimenes con unrango de tallas de 4,0 a 20,5 mm de longitud
total (LT), los cuales fueron cultivados hasta el 30 DDE.

De acuerdo a Meunier & Ramzu (2006), Gallego (2008),
Bensimon-Brito et al. (2010), Olivares & Rojas (2013) y
Rodriguez-Ibarra et al. (2015), la columna vertebral (incluido
el complejo caudal) se divide principalmente en dos regiones,
la anterior o abdominal y la posterior o caudal, 11 V¢ son
abdominales y 15 caudales incluyendo el U. Cada vértebra
abdominal se compone por su parte dorsal de un Anyun En,
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Figura 1. Desarrollo normal de lacolumnavertebral y complejo caudal del pez payaso Amphiprion ocellaris, en diferentes fases de desarrollo durante
su cultivo. a) 3 mm, b) 6 mm, ¢) 8,2 mm, d) 13 mmye) 17 mm/ Normal development of the vertebral column and caudal complex of the Amphiprion
ocellaris clownfish at different development stages during cultivation. a) 3 mm, b) 6 mm, ¢) 8.2 mm, d) 13 mm and e) 17 mm

Figura 2. Costillas dorsales de Amphiprion ocellaris / Dorsal ribs of Amphiprion ocellaris
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mientras que por la parte ventral 6 de sus 8 vértebras estan
equipadas con P (Fig. 3). Las vértebras de la regién caudal
estan equipadas con An y En dorsalmente y por Ah y Eh
ventralmente. La Gltima (Enm) y dos hemales (Ehm1y Ehm?2),
se prolongan para dar soporte a los radios de la aleta caudal

(Fig. 4).

La region abdominal también incluye 9 Cv, 6 Py 14 Cd.
Asimismo, el complejo caudal se componede2Cpy1 U, 3E,
4 H (que se fusionaron 1y 2,3y 4),1 Ph, 1 Enm, 1 Ane, 2
Ehmy1Un(Fig.3y4).

La aleta caudal estd compuesta por 19 radios principales
también llamada lepidotriquia (L), y estéa constituida por 2
I6bulos, uno dorsal y otro ventral ambos bajo el notocordio.

Figura 3. Estructuras osteoldgicas que
componen la columna vertebral y
complejo caudal de Amphiprion
ocellaris / Osteological structures that
make up the vertebral column and
caudal complex of Amphiprion ocellaris

Son 9 radios en la parte inferior y 10 en la superior, los cuales
se encuentra distribuidos y apoyados de la siguiente manera en
las estructuras del complejo caudal: En la parte inferior, el radio
1se apoyaen la Ehm2, el segundo radio entre laEhm y Ph, el
tercero en el Ph y los radios 4 al 9 en los H1 y H2. Mientras
que los radios de la parte superior (1 al 10) se distribuyeron en
los H3 y H4. La aleta caudal también cuenta con radios
accesorios o procurrentes que son llamados dermatotriquia (D)
y se encuentran distribuidos en los extremos de los radios
principales. En la parte ventral estos radios se encuentran sobre
laEhm1y sobre los Acl y Ac2 (Koumoundouros et al. 1997,
1999, 2001b; Laggis et al. 2010). En cuanto a los radios de la
parte dorsal se encuentran distribuidos en los E, en la Enmyen
el Ac3 (Fig. 4).

Figura 4. Elementos que componen el complejo caudal de Amphiprion ocellarisy distribucion de sus
radios / Development of the caudal complex and distribution of fin rays in Amphiprion ocellaris
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Discusion

En el presente estudio se describi6 el desarrollo de los
componentes de la columna vertebral y complejo caudal del
pez payaso A. ocellaris y su subsecuente osificacion, donde
se observo que las larvas recién eclosionadas ya presentan la
mayoria de sus elementos esqueléticos, aunque en forma
rudimentaria, al igual que A. melanopus (Green & McCormick
2001). Esto contrasta con otras especies como Seriola
dumerlii y Lutjanus guttatus (Laggis etal. 2010, Rodriguez-
Ibarra et al. 2015) y las especies de la familia Sparidae como
Sparus aurata, Dentex dentex, Diplodus sargus
(Koumoundouros et al. 1997, 1999 y 2001b), las cuales
presentan un desarrollo méas lento en comparacidn con el pez
payaso. Esta variabilidad de estados de la osteologia de los
peces que se presentan cuando eclosionan, depende de la
cantidad de vitelo que contenga cada una de las especies, donde
algunos inmediatamente al eclosionar ya empiezan a desarrollar
sus estructuras, mientras que otros lo hacen varios dias después
de laeclosion (Herndndez et al. 2012).

El rdpido desarrollo de las estructuras de la columna vertebral
y del complejo caudal de larvas del pez payaso, no permitié
observary registrar con detalle la aparicion de muchas de ellas
comoen otras especies. En el periodo comprendido del dia de
la eclosion de las larvas al 6 DDE, fue donde se manifestaron
algunos cambios importantes, como la presencia de Eny Eh;
mientras que en el complejo caudal se present6 la fusion de los
H, la aparicion de los E y el estado del notocordio de pre-
flexién a flexion. Del 11 DDE en adelante se observo
principalmente el progreso de la osificacion.

De acuerdo al desarrollo osteoldgico que presentd el pez
payaso el cual se describié hasta el 30 DDE en el presente
estudio, se comparan ciertos sucesos que se presentaron durante
este proceso con el trabajo de Green & McCormick (2001),
quienes hicieron una breve descripcion osteoldgica de A.
melanopus, pero en su estudio solo detallan hasta los 9 DDE.
En el caso de las condiciones de cultivo fueron muy semejantes,
ya que latemperatura fue de 28°C en ambos trabajos, siendo
este pardmetro de los que mas influyen sobre el desarrollo de
las estructuras de la columna vertebral y del complejo caudal
(Coban et al. 2009). Entre las diferencias de estas dos especies
en cuanto al desarrollo de las estructuras se refiere, al eclosionar
se encontr6 en estado de flexion al notocordio de A.
melanopus, mientras que en A. ocellaris se present6 en pre-
flexion, y fue hasta el 3 DDE que ya se observé en estado de
flexion (Green & McCormick 2001). En cuanto a la osificacion
de sus estructuras, en A. melanopus se muestran resultados
donde ciertas estructuras se osificaron mas rapidamente que
en A. ocellaris. En el caso de la especie del presente estudio,
es hasta el 11 DDE que se observd la osificacién solo en lo que
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respectaa las V¢, An, En, Ahy Eh, no asi en el complejo caudal
donde quedaban estructuras por osificar; a diferencia de A.
melanopus donde a partir del 6 DEE ya present6 una osificacion
completa de las estructuras de su esqueleto (Green &
McCormick 2001). Cabe mencionar la presencia en A.
ocellaris de las Cd que se observaron a los 20,5 mm de LT
(30 DDE) y que solo se hace mencion de estas estructuras en
el desarrollo osteoldgico de D. dentex las cuales se hicieron
presentes a los 25 mm de LT (Koumoundouros et al. 1999).

En relacidn al complejo caudal o ur6foro del pez payaso,
que de acuerdo a Gallego (2008) es considerado como
evolucionado, ya que presenté fusiones en sus hipurales (H1y
H2, H3 y H4) semejante a L. calcarifer (Fraser et al. 2004),
S. dumerili (Laggis et al. 2010) y los espéaridos S. aurata, D.
dentex y D. sargus (Koumoundouros et al. 1997, 1999,
2001b); a diferencia de especies como el pez cebra y pargo
(Bensimon-Brito et al. 2010, Rodriguez-lbarra et al. 2015)
que solo muestran fusién en las bases entre algunos H (Coban
et al. 2009). El desarrollo avanzado de las estructuras que
componen el complejo caudal de A. ocellaris, podria
representar una ventaja que tienen al eclosionar, ya que al tener
esta zona del cuerpo desarrollada le otorga la fuerza locomotora
necesaria para el nado y asi obtener sin dificultades su alimento
y por consiguiente aumentar su supervivencia, lo cual se ha
observado en esta especie (Koumoundouros et al. 2001a,
Hernandez et al. 2016)

En el caso de Un, estructura que se manifestd en A. ocellaris
a los 11 DDE y que de acuerdo a Laggis et al. (2010) su
presencia es una caracteristica de los teledsteos, y lo han
reportado en especies como D. sargus y D. dentex
(Koumoundouros et al. 1999, 2001b) y en carangidos como
S. dumerili. Asimismo se desarrollaron 3 Ac, los cuales también
se han observado en otras especies, y su nimeroy distribucion
es caracteristica de cada especie o taxon y puede ser una
herramienta para la sistemética (Koumoundouros et al. 1997,
1999, 2001b; Laggis et al. 2010, Rodriguez-lbarra et al.
2015).

El conocimiento del desarrollo normal osteolégico del pez
payaso A. ocellaris bajo condiciones de cultivo, contribuird
informacién bésica para futuros trabajos en areas como
larvicultura y nutricion. En el caso del cultivo larvario, mejorar
los protocolos y evaluar, entre otras cosas, pardmetros
ambientales que puedan incidir sobre el desarrollo de los
organismos. En el caso nutricional, disefiar dietas tanto para
reproductores como para larvas, ademas de enriquecer el
alimento vivo; todo esto encaminado a mejorar la produccion
de organismos y disminuir las malformaciones esqueléticas que
se puedan presentar durante los ciclos de cultivo.
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