e

EUCH~ FC
MAG-P
5639
C-1

Evaluacion embriolégica de la homologia de

la regién orbital en Neornithes

Tesis entregada a la Universidad de Chile En
Cumplimiento Parcial de los Requesitos para
optar al Grado de

Magister en Ciencias Biolégicas

Facultad de Ciencias

Por
Daniel Smith Paredes

Septiembre, 2015

Director de Tesis Dr. Alexander Vargas

Co-director de Tesis Dr. Jorge Mpodozis




FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE CHILE
INFORME DE APROBACION

TESIS DE MAGISTER

Se informa a la Escuela de Postgrado de la Facultad de Ciencias

que la Tesis de Magister presentada por el candidato

Daniel Smith Paredes

Ha sido aprobada por la comisién de Evaluacién de la tesis
como requisito para optar al grado de Magister en Ciencias

Biolégicas, en el examen de Defensa Privada de Tesis

rendido el dia 13 de Mayo de 2015

Director de Tesis:
Dr. Alxander Vargas
Co-director de Tesis:

Dr. Jorge Mpodozis

Comisién de Evaluacién de la Tesis:

Dr. Juan Fernandez

Dr. Miguel Allende




Para Jimmy;

Que sin importar que fuera, siempre quisc que hiciera algo

“ “An understanding of the natural world and what's in it is a source of not only’
a great curiosity but great fulfillment.”

Sir David Attenborough
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El joven Daniel Smith Paredes nacié un 6 de Diciembre de 1989,
en un dia ballado por el sol primaveral, segfin el mismo recuerda.
Desde pequefio siempre tuvo una gran curiosidad por el mundo
natural y por el reino animal. Su infancia pasé velozmente, sin
las contrariedades ni problemas de salud que aquejan a los
grandes genios. Aunque perdida la inocencia, su interés por la
naturaleza se mantuvo intacto, motivéndolo a ingresar en el aifio
2008 a estudiar Biologia en la Universidad de Chile, lo cual
resultd casi fatal para dicho interés. A pesar de 1los
obstdculos, mayoritariamente provenientes del 4&rea de 1la
gquimica, este  joven logré graﬁparse dignamente. Gracias a una
serie de eventos afortunados, se salvé también su pasién por lo
vivo y se /generd en el una vocacién cientifica, que lo ha
llevado al lugar en donde hoy se encuentra.

Feliz y contento, este muchachos se encuentra hoy en un
estupendo momento. Qué otros eventos afortunados se presentaran
en la vida de este joven y hacia dénde lo conducirén, sélo el

tiempo lo dirai.
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RESUMEN

El registro f£6sil muestra que en el linaje conducente a las
aves modernas a partir de sus ancestros terdpodos se
pierden el prefrontal y el postorbital. Esta informacidn
contrasta con las observaciones de embriones de aves. En
estas se observa el desarrollo del hueso lacrimal a partir
de dos centros de osificacién, uno de los cuales ha sido
interpretado COmoO la persistencia embrionaria del
prefrontal. El frontal también tiene un origen a partir de
dos centros de osificacién, provenientes ademds de dos
capas germinales diferentes (cresta neural y mesodermo), lo
que ha alimentado diversas hipétesis sobre la homologia de
esta segunda osificacién.

Estudiando embriones de seis especies distintas de aves se
encontré que la osificacién del lacrimal a partir de dos
centros de osificacién es una sinapomorfia de las aves
modernas. Se encontré gque un elemento homologable al
prefrontal, sélo estd presenta transitoriamente en el
crédneo de la perdiz chilena (Nothoprocta perdicaria), y que
este elemento pasa a formar parte del nasal, dque se
desarrolla a partir de otros dos centros de osificacién,
encontrados también en la paloma (Columba livia) y el
queltehue (Vanellus chilensis). Finalmente, se encontré

evidencia del desarrollo de dos centros de osificacidn



dando origen al frontal en el pato (Anas platyrhynchos) y
el queltehue (Vanellus chilensis), cuya posicién sugiere

una homologia con el postorbital.

ABSTRACT

The fossil record showS that in the lineage leading to
modern birds from their theropod ancestors, the prefrontal
and postorbital bones were lost. This information contrasts
with the observations of modern bird embryos. In these, the
lacrimal bone develops from two ossification centers, one
of which has been interpreted as the embryonic remanent of
the prefrontal. The frontal bone also develops from two
ossification centers, although derived from two different
germinal layers (neural crest and mesordermal cells), which
has fueled contrasting hypotesis regarding the homology of
this second ossification.

Studying embryos of six different species of modern birds,
we found that the development of the lacrimal bone from two
separate centers is a synapomorphic character for birds. We
found one element potentially homologous to the prefrontal
in the skull of +the Chilean +tinamou (Nothoprocta
perdicaria), but this element later fuses with the nasal,
which develops from +two other different ossification
centers. Those last two centers were also found in the rock

pigeon (Columba livia) and the chilean lapwing (Vanellus




chilensis). TLastly, we found a second center of
ossification of the frontal bone in the domestic duck (Anas
platyrhynchos) and the Chilean lapwing, in a position that

strongly suggests its homology with the lost postorbital.

Xii




INTRODUCCION

Las aves modernas, o Neornithes, son el ftnico linaje vivo
de dinosaurios, siendo sus parientes vivos mis cercanos los
cocodrilos, dentro del grupo Arcosauria. Las aves se
encuentran mas cercanamente emparentadas con los
dinosaurios bipedos carnivoros {Theropoda) , v més
especificamente, se encuentran dentro de un gran grupo de
terdpodos pequefios y emplumados, los Maniraptora (FIGURA
1).

Su origen evolutivo es una historia compleja de
modificacién e innovacién morfoldgica. Comparadas con sus
parientes vivos méds cercanos, los crocodylia, se pueden
encontrar en las aves una larga lista de diferencias
morfolégicas, metabdélicas y conductuales. La evolucidn del
esqueleto es por mucho, la mejor comprendida de estas
transformaciones, gracias a la gran cantidad de formas
transicionales preservadas en el registro f£ésil. Mas aitn,
en los iiltimos afios la biologia evolutiva del desarrollo
(evo-devo) ha presentado nueva informacidn, integrando
datos embrioldgicos vy paleontolégicos, revelando los
mecanismos detréds del origen evolutivo de la innovadora

morfologia de las aves (Botelho et al., 2014; Botelho et

al., 2015, Bhullar et al., 2012).




Eoraptor

Herrerasaurus T

Theropoda Coelophysis
Dilophosaurus
Compsognathidae \/
_ Tyrannosauroidea *:
Coelurosauria _ . )
Ornithomimosauria kf‘

Therizinosauroidea +
Oviraptorosauria

Dromaeosauroidea

Alvarezsauroidea Y:

Eumaniraptora
o — Archaeopteryx

Enantiornithes

Confuciusornis ‘b\
Yixianomis k

Aves

“ig. 1. Filogenia simplificada de la relaciones entre los principales grupos de terépodos. Tomado de Bhullar, 2012.




El crédneoc de las aves representa una de las regiones més
transformadas morfoldgicamente respecto a un terépodo basal
(FIGURA 2), y, al mismo tiempo una de las menos estudiada
en términos de integracién de embriologia ¥
morfologia/paleontologia. Las dificultades gue se presentan
en el estudio de la embriologia del crémeo, en general, se
suman a la derivada morfologia del cré&neo aviario, dando
como resultado un entendimiento incierto sobre la homologia
de los elementos Oseos gue lo componen. Asi, la
paleontologia y 1la embriolegia presentan evidencias
contrastantes gque dan lugar a interpretaciones muy

distintas sobre la identidad de los huesos craneales.

INFORMACION PALEONTOLOGICA

De la vasta lista de transformaciones morfoldgicas, el
crdneo de Neornithes es la estructura esquelética més
modificada, al compararla con la de sus ancestros. Las aves
modernas +tienen wun créneo compuesto principalmente de
huesos fusionados, albergando un cerebro v ojos
proporcionalmente muy grandes. La premaxila, sin dientes,
ocupa una mayor proporcidn del rostro, mientras la maxila
se ha reducido, acompafiada de una disminucién en el tamaio
de la fenestra anterorbital, caracteristica de Arcosauria.

La fenestracién diapsida, por otra parte, ha desaparecido




Parietal Frontal

Supraoccipital

Escamoso

Cuadrado

Premaxila

Jugal | _ .

1 Ectetmoides
Cuadrado-jugal Fenestra antorbital
Cuenca ocular

AT

Cuenca ocular

Cuadrado-jugal

Fig. 2. Comparacién del craneo de un ave moderna juvenil (Sula variegata) y el del un terépodo basal (Herrera-
saurus ischigualanstensis, modificado de Sereno y Novas, 1994) que ilustra la modificacién del crdneo en térmi-
nos de pérdida de dientes, reduccion de la fenestracion, aumento del tamano de la premaxila, pérdida del
prefrontal y el postorbital. Sumado a estos cambios, la mayoria de los huesos del craneo de las aves adultas se
fusioanan entre si, dejando poco o ningun rastro del limite o identidad de los elementos individuales.




como resultado de la pérdida del hueso postorbital, que
unia la barra yugal con la regién superior del créaneo. Asi,
el créneo sélido y robusto de los arcosaurios basales dio
paso al delgado y esbelto crdneo de las aves actuales.

La homologia del créneo, en términos paleontoldgicos, no ha
sido cuestionada, referente a la identidad de los elementos
presentes en el craneo de los terdpodos. El niimero reducido
de huesos ha sido interpretado de la manera mds simple. En
la linea evolutiva que dio origen a 1las aves, se ha
descrito una tendencia a la pérdida de elementos &seos
(FIGURA 3). En los primeros arcosaurios, ancestros remotos
de las aves, desaparecid el postfrontal y la septomaxila,
acompafiando la aparicién de la fenestra anteorbital y el
desarrollo de una ap6fisis nasal de la maxila, bordeando la

fenestra en la posicién de la ausente septomaxila.

Dentro de Theropoda, se pierde el prefrontal en dinosaurios
maniraptores. Esta pérdida va de la mano con el desarrolio
de una ap6fisis posterior del hueso lacrimal (rojo en Fig.
3), gque adquiere una forma de T (ej. Fig. 3: G, H),
comparada con la usual forma de L invertida observada en
terépodos no-maniraptores (ej. Fig 3: C,D)

Mas cerca de Neornithes, dentro del c¢lado Ornithurae,

siguiendo el aumento del tamafio del frontal, se perdid el




A Herrererasaurus (Sereno&Novas 1994)
L Hesperornis (Gingerich, 1973)

(el

K Rapaxavis (O’'Connor, 2011)

B tawa (Nesbitt 2009)

J Shengiornis (O'Connor, 2011)

C Coelophysis (Colbert 1989)

| Confuciusornis (Chiappe 1999)

{’TB

H Archaeopteryx (Rauhut 2014)

G Velocirraptor (Basrbold 1999)

Fig. 3. Esquema de la evolucién de la morfologia del craneo en terépodos. Se resalto en azul el postorbital, en
amarillo el prefrontal y en rojo el lacrimal para poner énfasis en las modificaciones morfolégicas de estos elemen-
tos y de su relacién con otras estructuras del craneo que cambian junto a ellos, como la 6rbita, las fenestras
craneales y la forma del craneo.




postorbital (azul en Fig 3 A-I) ¥y, con esto, las fenestras

temporales.

DISCREPANCIA DE LA INFORMACION EMBRIOLOGICA

Estudios del desarrollo de embriones de aves modernas
(principalmente el pollo, Gallus gallus) han entregado
versiones diferentes a la historia evolutiva propuesta en
base a la evidencia paleontolégica en comparacién con sus
ancestros terépodos, desafiando la homologia de los

elementos 6seos que limitan la 6rbita en Neornithes.

Hasta mediados del siglo XX, se discutia sobre la identidad
del elemento anterior a la ©Orbita (lacrimal segin la
paleontologia: rojo en figura 3), siendo identificado tanto
como el prefrontal o como el lacrimal. Jolie {1957)
considera el paso del ducto lacrimal como un argumento
suficiente para homologar este hueso al lacrimal y asumir
la ausencia del prefrontal. Sin embargo, Erdmann (1940)
identificé dos centros de osificacién originando este hueso
v homologé el mds dorsal de éstos (centro supraorbital) al
prefrontal y el mds ventral (centro orbital) al lacrimal de

otros amniotas (FIGURA 4).




Fig. 4. Esquema del craneo en un embrién de pollo de 10 dis de incubacion. El lacrimal (en rojo) se origina a
partir de dos centros de osificacion, el centro supraobital (dorsal) y el orbital (ventral). Tomado de Jolie, 1957.




Observaciones mds recientes también describen el origen del
lacrimal a partir de dos centros de cosificacidén en el ave
paleognata Dromaius (Maxwell, 2009), sin embargo, este
estudio no identificd al centro supraorbital como hombdlogo
al prefrontal, prefiriendo la interpretacién de que el

lacrimal presenta dos centros de osificacién..

Bittner describe en el pollo una osificacién independiente
dando origen la apofisis postorbital del frontal, la cuil
relaciona con el postorbital de los reptiles (Jolie, 1957).
Erdmann (1940), por su parte, también describe una
osificacidén en esa posicidén, pero la homologa al
postfrontal. Durante la década de los ’70, mediante el uso
de guimeras heteroespecificas, se propuso que el frontal
correspondia a un hueso de origen mixto, formado por dos
centros de osificacidén; uno derivado de células de la
cresta neural y otro derivado de células del mesodermo (Le
Lievre & Le Douarin, 1975; Le Lievre, 1978) (FIGURA 5). En
base a la evidencia de un origen mixto del frontal en aves,
y del origen del frontal y el parietal de mamiferos a
partir de células de la cresta neural y el mesodermo,
respectivamente, se ha propuesto que el frontal de las aves

corresponde a un elemento originado tras la fusidén del

frontal y el parietal,




B Cresta Neural I Mesodermo

Fig. 5. Origen mixto del dermatocraneo en el embridn de pollo, (tomado de Gross y Hanken, 2008). En rojo se
destacan los elementos que se originan a partir de células de la cresta neural, mientras que en gris se muestran
los elementos de origen mesodérmico. El caso del frontal es especial, al presentar un origen mixto.




mientras el parietal corresponderia al interparietal de

otros amniotas (Noden y Schneider 2006).

Desde la biologia del desarrollo se han propuesto diversas
hip6tesis de homologia del créneo de las aves, mientras que
la evidencia paleontolégica sbélo se pronuncia sobre la
identidad de los huesos presentes en el adulto, sin
referirse a osificaciones tempranas que se fusionan
rédpidamente. Esta tesis propone la integracién de 1la
evidencia paleontolégica y embriolégica, enfocada a una
revisién de la evolucién de la zona circumorbital en el
linaje terépodo conducente a las aves modernas y su
desarrollo embrionario en distintos representantes de este
grupo. Esto permitird discriminar entre diferentes
posibilidades evolutivas, tales como la fusidén temprana de
elementos previamente separados, elementos que cesaron de
formarse en 1la evolucién (agénesis), o la evolucién de

nuevos centros de osificacién (neomorfismo).

El estudio de las secuencias de osificacién no es sdlo Gtil
para el planteamiento de hipdtesis de homologia o historia
evolutiva de un grupo, sino que también facilita ia
comprensién del desarrollo de los huesos craneales de aves.
Los estudios previos del desarrocllo de la osificacién en

aves, realizados por Maxwell (Maxwell, citas) no reflejan

procesos embrionarios reales, debido a dos serios problemas

metodolégicos: El primero es un muestreo pobre de estadios




embrionarios, que resulta en que se pasan por alto momentos
claves en los cuales se pueden observar estructuras
transitorias que duran algunas horas. El segundo es el uso
de tinciones &cidas que descalcifican el tejido, borrando
la marca sobre las osificaciones més pequefias, alterando el
resultado del estudio. La poca claridad gue generan estos
resultados, y la falta de integracién de esta informacidn

con 1la evidencia paleontolégica, son causales de la

discrepancia entre las actuales hipétesis de homologia.




OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

Reconocer los centros de osificacién que rodean la oOrbita
durante el desarrollo de aves modernas (Neornithes) vy
evaluar las hipétesis de homologia de estos elementos en un

contexto que integre la informacidn paleontolégica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la variacién evolutiva en aves modernas observando

las osificaciones circumorbitales embrionarias en

diferentes familias.

Establecer en diferentes familias de aves si el lacrimal en

efecto se desarrolla a partir dos osificaciomnes.

Evaluar en diferentes familias de aves la presencia de el

prefrontal y postorbital.




MATERIALES Y METODOS

a. Nomenclatura

Se siguié la terminologia anatdmica de Baumel y Witmer
(1993), complementado con literatura especializada. Los
estadios del desarrollo de las especies utilizadas se
basaron en los estadios propuestos para pollo (HH) por

Hamburguer y Hamilton (1951).

b. Animales experimentales

Huevos fertilizados fueron comprados a distintos
distribuidores locales; los huevos de pollos Broiler
(Gallus gallus) fueron comprados a Agricola Chorombo, los
huevos de pato (Anas platyrhynchos) comprados a Agricola
Metrenco y 1los huevos de perdiz chilena (Nothoprocta
perdicaria) a Tinamou Chile

Los huevos de cata australiana (Melopsittacus undulatus) se
obtuvieron de colonias reproductoras mantenidas por el
laboratorio de Biologia del Conocer y el laboratorio de
Ontogenia y Filogenia, mientras que los huevos de paloma
(Columba livia) fueron obtenidos de posturas esporddicas de
las palomas mantenidas en el vivero de los mismos

laboratorios.
T.os huevos de tagua (Fulica armillata) y queltehue

(Vanellus chilensis) fueron colectados, con permiso del

SAG, en diversas localidades de la regidn metropolitana. Se

14




completaron las series obtenidas con ejemplares preparados
pertenecientes al Laboratoric de Ontogenia y Filogenia. Al
no saberse con sequridad la edad de los embriones, se les
nombré de acuerdo al nfimero del nido y al nimero de huevo
del nido.

Todos los huevos, tanto los comprados como los obtenidos de
ias aves del vivero, fueron incubados a 37.52C y 70% de
humedad en un incubador automdtico desde el inicio de su
desarrollo. TLos huevos colectados en terreno fueron
observados por transiluminacién y sumergidos en agua para
determinar su posible estado de desarrollo e incubados bajo
las mismas condiciones que los deméds huevos, por el tiempo

gue se estimo necesario para obtener los estadios deseados.

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo a la
legislacién chilena y fueron aprobados por el Comité

Institucional de Uso y Cuidado Animal.

¢. Tinciones esqueléticas

Se prepararon series completas de tinciones esqueléticas de
todas las especies utilizadas, de embriones en estadios
comprendidos entre HH32 y HH39. Los embriones fueron
fijados en 100% Metanol (MetOH) durante dos a tres dias,
luego de lo cual se post-fijaron entre diez a treinta
minutos en Formalina al 4%, seguido de un breve paso por

agua destilada y tefiidos durante dos a seis horas con 0.03%

Rojo Alizarina (Sigma-Aldrich), en 2% KOH, a temperatura




ambiente. Luego los embriones fueron lavados con agua
destilada (dH,0) durante una noche y posteriormente
incubados durante varios dias en una secuencia de 1:5, 1:1

v 4:5 Glicerol:dH,0.

d. Series de osificacién

En base a diferentes embriones, con diferentes grados de
osificacién, se establecid una secuencia de osificacién del
crdneo de la perdiz chilena (Nothoprocta perdicaria)
(FIGURA 6), pato doméstico (Anas platyrhynchos) (FIGURA 7),
paloma (Columba Iivia) (FIGURA 8), gueltehue (Vanellus

chilensis) (FIGURA 9), tagua (Fulica armillata) (FIGURA 10)

y cata australiana (Melopsittacus undulattus) (FIGURA 11).




Fig. 6. Secuencia de osificacion del crdneo en la perdiz chilena (Nothoprocta perdicaria) entre los dias 10y 12
de incubacién. C: cuadrado, Cj: cuadradojugal, C.n.pmx: centro nasal de la premaxila, C.mx.n: centro maxilar
del nasal, C.mx.pmx: centro maxilar de la premaxila, C.o: centro orbital del lacrimal, C.pmx.n: centro premaxilar
del nasal, C.pr.n: centro prefrontal del nasal, C.s.o: centro supraorbital del lacrimal, E: escamoso, F: frontal, J:
jugal, Mx: maxila, P: parietal.
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Fig. 7. Secuencia de tosificacion del craneo del pato doméstico (Anas platyrhiynchos) entre los dias 10y 14 de
incubacion. C: cuadrado. Cj: cuadradojugal, C.a.f: centro anterior del frontal, C.o: centro orbital del lacrimal,
C.p.f: centro posterior del frontal, C.s.0: centro supraorbital del lacrimal, E: escamoso, F.a: fenestra antorbital, J:

jugal, Mx: maxila, N: nasal, P: parietal, Pmx: Premaxila
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Fig. 8. Secuencia de osificacién del craneo en lapaloma (Columba livia) entre los dias 11 de incubacién y la
eclosién los 17 dias. C: cuadrado, Cj: cuadradojugal, , Cmx.n: centro maxilar del nasal, C.pmx.n: centro
premaxilar del nasal, , E: escamoso, F: frontal, F.a: fenestra antorbital, J: jugal, L: Lacrimal, Mx: maxila, P: parietal.




Fig. 9. Secuencia de osificacion del craneo en el queltehue (Vanellus chilensis). C.a.f: centro anterior del frontal,
C: cuadrado, Cj: cuadradojugal, C.n.pmx: centro nasal de la premaxila, C.mx.n: centro maxilar del nasal, C.p.f:
centro posterior del frontal, C.pmx.n: centro premaxilar del nasal, C.s.o: centro supraorbital del lacrimal, E:
escamoso, F: frontal, F.a: fenestra antorbital, J: jugal, Mx: maxila, P: parietal.
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Fig. 10. Secuencia de osificacion del craneo del embrion de tagua (Fulica armillata). C: cuadrado, Cj: cuadrado-
jugal, C.o: centro orbital del lacrimal. C.s.o: centro supraorbital del lacrimal, E: escamoso, F: frontal, F.a: fenes-
tra antorbital, J: jugal, Mx: maxila, N: nasal, P: parietal, Pmx: Premaxila




Fig. 11. Secuencia de osificacion del craneo del embrion de cata (Melopsittacus undulattus). C: cuadrado, Cj:
cuadradojugal, C.o: centro orbital del lacrimal, C.s.o: centro supraorbital del lacrimal, E: escamoso, F: frontal,
F.a: fenestra antorbital, J: jugal, Mx: maxila. N: nasal, P: parietal, Pmx: Premaxila




Para la presentacién de los resultados del estudio, se
referird a los centros de osificacidén, en la mayoria de los
casos, por el nombre del elemento que originan. De acuerdo
a descripciones anteriores, dos centros de osificacidn se
desarrollan frente al ojo. Basado en la posicidn de estos
dos centros de osificacién, limitando cercanamente con el
borde anterior de la o6rbita, se referird a ellos con la
nomenclatura utilizada por otros autores (Jolie, 1957;
Cracraft, 1969; Maxwell, 2009). Asi, el centro mis ventral
corresponde al centro orbital y el mds dorsal al centro
supraorbital. En los casos en que el nasal se desarrolla a
partir de dos centros de osificacidén, se hard referencia a
estog como el centro premaxilar y centro maxilar, de

acuerdo al nombre del proceso del nasal gue originan.

e. Especimenes fésiles

Principalmente se recurridé a literatura especializada para
obtener informacién sobre la morfologia de los elementos
6seos. Se observaron in situ restos fésiles de Deinonychus
antirhopus en el Museum of the Rockies (Bozeman, Montana,
E.E.U.U.) y de Tyrannosaurus rex (FIELD Museum of Natural

History, Chicago, Ilinois, E.E.U.U).




RESULTADOS

DESARROLLO DEL FRONTAL A PARTIR DE DOS CENTROS DE

OSIFICACION

Tanto en el pato doméstico (A. platyrhynchos) como en el
queltehue (V. chilensis) el frontal se desarrolla a partir
de dos centros de osificacién claramente separados. En
ambas especies s6lo se encontré el centro posterior del
frontal separada en un fnico embrién. En el pato, el centro
posterior es mucho mas pequefio gue el anterior y se
desarrolla en la regién caudal del margen posterior del
ojo, en contacto con la 6rbita, a los 12 dias de incubacién
(FIGURA 12A). Alrededor del dia 15 de incubacidn, ambos
centros se han fusionado, y el frontal se extiende hasta
contactar el escamoso en su borde mds ventral.

El centro posterior del frontal del embrién de queltehue,
en tanto, también se desarrolla posterior al margen del
ojo, pero no lo contacta como en el caso del pato. Esto,
probablemente debido a la extensién dorsal de la apdfisis
postorbital del escamoso ¥ la extensidén ventral del centro
anterior del frontal (FIGURA 12B). Mids avanzado el
desarrollo, ambos centros de osificacifén se encuentran

fusionados.
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B Vanellus

Fig. 12. Comparacién de la regién postorbital del pato doméstico (Anas platyrhynchos) y del queltehue (Vanellus
chilensis) en dos estadios no equivalentes de desarrollo. En ambas especies se observa una osificacion posterior a
la érbita(en negro), por detras del limite posteroventral del frontal (en blanco), y dorsal al escamoso (en azul).
También, en ambas especies, esta osificacién se fusiona a la regién caudal del frontal, que alcanza un limite mucho
mas posterior y medial, alejado de la 6rbita, contactdndose con el parietal. Los limites de los elementos fueron
marcados a mano alzada, sélo con el fin de mostrar su extensién y de facilitar su identificacién.




DESARROLEO DEL LACRIMAL A PARTIR DE DOS CENTROS DE

OSIFICACION

En todas las especies observadas, con excepcién de la
paloma, el hueso lacrimal se desarrolla a partir de dos
centros de osificacién separados, el centro suparaorbital y
el centro orbital (FIGURA 13 ¥ 14). En la perdiz chilena
(N. perdicaria) el centro supraorbital es dorsoventralmente
alargado y osifica antes que el centro orbital, que es mas
pequefio (FIGURA 13 A, B y C). Por otra parte, el lacrimal
del pato doméstico (A. platyrhynchos) se froma a partir de
un centro supraorbital pequefio y un centro orbital
alargado, gue osifica més temprano (FIGURA 13 D, E y F).

En el polle (G. gallus), ambos centros de osificacién, de
tamafio similar, corresponden a dos delgadas astillas de
hueso, osificando en estrecha relacién con el voluminoso
nasal (FIGURA 13 @, H e I). Los centros de osificacién del
lacrimal en la tagua (F. armillata) también son de tamano
similar, observandose como dos pequefios elementos 6seos que
se fusionan temprano dando origen a un lacrimal reducido
(FIGURA 14 D, E y F), esto en contraste con los centros de
osificacién observados en el queltehue (V. chilensis), en
el cual la situacién es similar a la observada en la
perdiz, con un centro orbital de menos tamafio que el

alargado centro supraorbital (FIGURA 14 G, H e I).
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Nothoprocta

Anas

Gallus

Fig.13 Secuencia de desarrollo del lacrimal y el nasal en Nothoprocta (A, By C), Anas (D,E y F) y Gallus (G,He
I). En negro, se destaca el lacrimal, formado por dos centros de osificacién (A, D y G) que luego se fusionan para
dar origen a un unico elemento. En blanco se destaca el nasal, que se desarrolla a partir de un centro de osificaciéon
en Anas vy Gallus (D y G) y a partir de tres centros en Nothoprocta (A). Los limites de los elementos fueron marca-
dos a mano alzada, sélo con el fin de mostrar su extension y de facilitar su identificacion




Columba

Fulica

Vanellus

Fig.14. Secuencia de desarrollo del lacrimal y el nasal en Columba, Fulica y Vanellus. En negro, se destaca el
lacrimal, formado por dos centros de osificacion (D y G) que luego se fusionan para dar origen a un anico elemen-
to. En blanco se destaca el nasal, que se desarrolla a partir de un centro de osificacion en Fulica (D )y a partir de
dos centros de osificacion en Columba (B) y Vanellus (G y H). No se observaron dos centros de osificacion origi-
nando el lacrimal en Columba (A), presumiblemente por falta de muestre del estadio indicado, no por que no exista.
Los limites de los elementos fueron marcados a mano alzada, sélo con el fin de mostrar su extension y de facili-

tar su identificacion




En la cata (M. undulattus) el centro orbital comienza a
osificar como un centro pequefio, pero posteriormente crece
mis que el centro supraorbital, expandiéndose ventral y
caudalmente  para formar la apSfisis infraorbital,

caracteristica de los Psittaciformes.

DESARROLLO DEL MNASAT. A PARTIR DE UN NOMERO VARIABLE DE

CENTROS DE OSIFICACION

El nasal osifica a partir de un centro de osificacidn en el
pollo (G. gallus), el pato (A. platyrhynchos) (FIGURA 15 A,
By C), la tagua (F. armillata) (FIGURA 15 D, E y F) ¥y la
cata (M. undulattus) (Figura 15 G, H e I). Esto en
contraste con el nasal delL queltehue (V. chilensis) (FIGURA
16 P, E y F) y la paloma (C. livia) (FIGURA 16 G, H e I)
cuyo nasal osifica a partir de dos centros de osificacién.
Estos centros corresponden a las apéfisis premaxilar y
maxilar del nasal, que delimitan el borde caudal de la
narina y contactan con la premaxila y la maxila,
respectivamente. Ambos centros, en la dos especies,
comienzan a osificar como dos pequefias astillas delgadas y
separadas durate varios dias, en los que crecen y se

fusionan al contactarse sus extremos mas caudales.

En la perdiz chilena (N. perdicaria), estos dos centros de
osificacién separados también se observan, sin embargo, se

puede observar un tercer centro de osificacidén en una

29




posicién mds dorsal y caudal que también llega a formar
parte del nasal (FIGURA 16 A, B y C). Este elemento &seo,
el centro prefrontal del nasal, es el primero de los
centros que dan origen al nasal en osificar, alrededor del
décimo dia de incubacién, seguido por los centros
premaxilar y maxilar. Los tres elementos se fusionan,

alrededor del dia 12 de incubaciédn.
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Fulica Anas

Melopsittacus

Fig.15. Secuencia de desarrollo del lacrimal y nasal en vista dorsal en Anas (A, By C), Fulica(D,EyF)y
Melopsittacus (G, H e I). En negro se destaca la porcién dorsal del lacrimal, correspondiente al centro supraor-
bital, mientras que en blanco se muestra el crecimiento del nasal, a partir de un unico centro de osificacion.. Los
limites de los elementos fueron marcados a mano alzada, sélo con el fin de mostrar su extensiéon y de
facilitar su identificacion




Nothoprocta

Vanellus

Columba

Fig.16. Secuencia de desarrollo del lacrimal y nasal en vista dorsal en Nothoprocta, Vanellus y Columba. En negro
se destaca la porcion dorsal del lacrimal, correspondiente al centro supraorbital, mientras que en blanco se muestra
el crecimiento del nasal, a partir de tres centros de osificacion en Nothoprocta: en A, se muestra en blanco que el
tnico centro que formara el nasal que ha osificado es el centro prefrontal, en B, se observan los centros maxilar y
premaxilar del nasal y en C se ven los tres centros fusionados. En Vanellus y Columba el nasal se desarrolla a partir
de dos centros de osificacion (en D y E y en G y H, respectivamente), el centro maxilar y premaxilar. Los limites de
los elementos fueron marcados a mano alzado, sélo con el fin de mostrar su extension y de facilitar su identifica-
cion




PERSISTENCIA DEL PREFRONTAL EN MIEMBROS DE MANIRAPTORA

La examinacién del craneo fragmentado de Deinonychus,
especimen MOR747 (Museum of the Rockies, Bozeman, Montana),
reveld que éste preserva una pieza gque representa gran
parte del lacrimal y del hueso prefrontal. En vista
lateral, la sutura entre estos huesos no es obvia (FIGURA
17), mientras que la vista medial revela un lacrimal con
forma de L con un prefrontal triangular sobrepuesto en

vista lateral.
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Vista lateral

10 CM

Vista medial

10 CM

Fig. 17. El hueso lacrimal del Deinonychus (MOR 747) conserva asociado el hueso prefrontal. En vista lateral se
observa el prefrontal como un elemento triangular ubicado por sobre el lacrimal. En vista medial, se puede ver que
el lacrimal tiene forma de “L invertida’, al igual que en terépodos no maniraptores, y la disposicion de ambos
elementos éseos en la regién en la que articulan.




DISCUSION

Las transformaciones morfoldgicas en el recorrido evolutivo
desde terépodos basales hasta las aves modernas han sido
profundas, siendo muy notorias la pérdida de los dientes,
el aumento del tamaiio relative del cerebro y la 6rbita,
reducecién de la fenestracién craneal, aumento del tamafio
del frontal y la premaxila, disminucién del tamano de la
maxila, y la aparente pérdida del prefrontal y del
postorbital. Es importante preguntarse cémo se relacionan
estas modificaciones entre s8i, y si es gue existe una
explicacién mecanistica a nivel de la embriologia que
unifique estas transformaciones como el resultado de un
proceso mids global.

Bhullar {(2012) identifica cuatro eventos de pedomorfosis en
el crdneo en la linea de terdpodos que conduce a las aves.
El resultado de estas transformacidénes es que las aves
modernas presentan una morfologia adulta del créneo que, en
sus proporciones, es mids similar a la configuracidn del
crdnec de embriones o juveniles tempranos de arcosaurios no
aviarios. El primero de estos eventos de pedomorfésis
ocurre entre los terdpodos mas basales y Eumaniraptora, y
es en este nodo donde se describe la pérdida definitiva del
prefrontal. El segundo evento ocurre entre Eumaniraptora y
Confuciusornis, y el tercero entre este nodo y Ornithurae.
Ademas de este tercer evento de pedomorfosis, se describe

peramorfosis (crecimiento més alléd del estado observado en
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el adulto del ancestro) de la premaxila, y es durante este
transicién cuando se pierde el postorbital. Por #ltimo, el
cuarto evento ocurre entre la base de Ornithurae vy
Neornithes, las aves modernas. Es interesante que muchas de
lags caracteristicas craneales - y también postcraneales -
derivadas, que observamos hoy en Neornithes, también hayan
aparecido en forma paralela en otros grupos de aves
extintas. El1 caso de los enantiornithes es el mds
llamativo, dada la morfologia primitiva que se observa en
los miembros mis antiguos del linaje y la evolucién de un
aumento en la fusién de elementos 6seos, pérdida de
dientes, aumento en la relacién del tamano de la premaxila
y la maxila y reduccién o pérdida del postorbital, en
formas mas derivadas dentro de ese clado, que ocurren de
manera independiente a las transformaciones observadas mas
cerca de Neornithes (0’Connor, 2011). La similitud entre
esta tendencia evolutiva con la observada en paralelo en el
clado hermano que incluye a Neornithes, Ornithuromorpha, ¥y
la gran diversidad ecoldégica de estos grupos hacen dificil
pensar en un escenario funcionalista, sino mas bien apuntan
a tendencias ontogenéticas y mecanismos comunes del
desarrollo dentro del clado que incluye a estos grupos, due
tendrian como consecuencia resultados fenotipicos

similares.

Entender el crdneo de las aves como el resultado de una

historia de pedomorfosis en diversos puntos del 1linaje
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terépodo conducente a éstas, permite relacionar algunos
aspectos de su morfologia, como el gran tamano del cerebro
o el ojo en relacién al cuerpo, y Jjunto a estos la
modificacién anatdémica ésea que pueda acompafiar un cambio
de esta naturaleza, pero no nos da luces sobre el fen6meno
biolégico que subyace a este resultado. La pedomorfosis es
un resultado, identificable mediante la comparacidén con el
estado ancestral, pero no es un mecanismo. Para entender el
fenémeno causal al resultado gue describimos como un créneo
pedomérfico, es necesario entender el desarrollo del
craneo, hasta el nivel celular, incluyendo el estudio de
los ritmos de migracién e interacciones de la cresta
neural, proliferacién y diferenciacién del mesénquima,
formacién de tejido 6seo y la interaccién entre estos
distintos elementos. El primer paso en este entendimiento
es comprender la verdadera historia e identidad de 1los
huesos que componen el créneo de la aves, y este fue el

propdsito de esta tesis.

PERSISTENCIA EMBRIONARIA DEL POSTORBITAL

El centro de osificacién gque da origen a la regidén
posterior del Thueso frontal en el pollo ha sido
interpretado como el postfrontal por Erdmann (1940) y como
el postorbital por Bittner (Jolie, 1957), basado en su

posicién. Noden y Schneider (2006) lo consideran homélogo
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al parietal, basado en su origen mesodérmico, implicando
gque el frontal del aves corresponde a un hueso fronto-
parietal. Esto también ha dado pie a interpretar el
parietal de las aves como un interparietal, homélogo al
observado en mamiferos (Kobayu, 2012). Las aves son
dinosaurios terdpodos, y como tales, su morfologia debe ser
interpretada en el contexto de la evolucidén morfolégica
dentro de Teropoda. El interparietal sélo estuvo presente
en ancestros muy remotos de las aves, previo al origen de
Arcosauria, y de esta forma ningfin arcosaurio, ni menos un
terépodo, preservan un interparietal.

$i bien la posicidén gque ocupa el frontal de las aves
modernas corresponde a la ocupada por el parietal y el
frontal en otros amniotas, evidenciado por el
desplazamiento hacia caudal del limite entre los hueso
frontal y parietal en las aves(Kobayu, 2012), esto puede
ser el resultado de la expansidén hacia caudal del frontal,
que acompafié el aumento de tamaifio del cerebro y los ojos en
la linea conducente a Neornithes.

El postorbital se pierde en Ornithurae, un clado originado
en el Mesozoico que incluye a las aves actuales.
Interesantemente, se reduce independientemente en
Enantiornithes, otro diverso grupo de aves mesozoicas,
sumandose a una larga lista de paralelismos con Ornithurae
(0'Connor, 2011). En arcosaurios no-avianos vivientes (i.e.
Crocodylia), el postorbital se conserva. En Alligator, este

se desarrolla a partir de un fGnico centro de osificacién
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cerca del margen caudal del ojo, posterior a un delgado y
largo centro de osificacién del hueso frontal (Rieppel,
1993; Vickaryous, 2009) (FIGURA 18). La posicidén que ocupa
@este hueso en el crédneoc de Alligator es reveladora; la
posicién del centro de osificidén que le da origen es la
misma, relativa a la 6rbita, gque ocupa el centro posterior
del frontal observado en el pato y el dqueltehue (FIGURA
12), lo que apoya la hipétesis referente a su homologia con
el centro mis caudal que da origen al frontal en las aves.

Por otra parte, los mamiferos no tienen wun hueso
postorbital, lo que ha dificultado la inferencia de su
origen embriolégico (cresta neural vs mesodermo) en otros
amniotas, condicionando esta informacién al desarrollo de

mapas de destino del créneo en reptiles.
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Fig. 18. Ontogenia del craneo de Alligator mississippiensis, (adaptado de Rieppel, 1993), entre los dias 28 y 44 de
incubacion. En E28, han comenzado a osificar el jugal, J, la maxila, Mx, y la premaxila, Pmx. En E32 se observa el
prefrontal, Prf, el lacrimal, L, el frontal, F, el postorbital, Po, el escamoso, E, y el cuadradojugal, Cj. En E38 ya se
encuentran el nasal, N, y el cuadrado, C, mientras que el parietal es el Gltimo hueso dérmico del crdneo en apare-

ceren E41.




DESARROLLO DEL LACRIMAL A PARTIR DE DOS CENTROS DE

OSIFICACION

El desarrollo del lacrimal a partir de dos centros de
osificacién separados ha sido descrito por Maxwell (2003)
en el emd (Dromaius} (Paleognatae) y por Erdmann (1940) en
el pollo (Gallus) (Galliformes). En el presente trabajo se
mostré que este es el caso en la perdiz chilena
{Palecgnatae), el pato (Anseriformes), el queltehue
(Charadriiformes), la tagua (Gruiformes)} ¥y la cata
australiana (Psittaciformes). Todas estas especies
observadas siguen wun patrén similar, origindndose dos
centros de osificacién separados, ubicados en la regidn
anterior a la 6rbita, gue se fusionan prontamente (en
estadios similares a HH35-36 del pollo). Unicamente en la
paloma (Columbiformes) se detectd un sdlo centro de
osificacién. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que esto
podria deberse a la rapidez de la fusién, dificultando la

deteccién de la ventana temporal en gque existen dos

elementos independientes.

Ta evidencia sugiere fuertemente que el desarrollo del
lacrimal a partir de dos centros de osificacidn corresponde
a la condicidén ancestral para todas las aves modernas. Esto
contrasta con el desarrollo del lacrimal en Alligator, a
partir de ﬁn finico centro de osificacidn (Rieppel, 1993;

Vickaryous, 2009).
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PERSISTENCIA DEL PREFRONTAL EN MANTRAPTORA

La pérdida del hueso prefrontal en dinosaurios
maniraptores, fue acompafiada por la adquisicién de un
lacrimal en forma de T, en lugar de la forma de L-invertida
observada en terépodos no-maniraptores. De esta manera,
dentro de Maniraptora, dinosaurios como Velociraptor
(Barsbold y Osmolska, 1999), presentan un lacrimal con
forma de T y ninguna evidencia de un prefrontal. En tanto
en Deinonychus (especimen MOR747), otro miembro de
Maniraptora, hay un prefrontal y un lacrimal con forma de L
invertida, lo cual apoya la idea de una fusidén del lacrimal
y el prefrontal hacia la base de Maniraptora, contra la
nocién de la simple pérdida del prefrontal (FIGURA 19).
Sinornithosaurus, otro miembro de Maniraptora, también
presenta un prefrontal separado (Turner et al., 2012y,
mientras gue en China se han encontrado fésiles de un
enantiornithe juvenil (Comunicacién personal con Jingmai
O0’Connor) que preserva un elemento separado del lacrimal en
la posicién del prefrontal (aunque no se sabe si este
elemento ©6seo permanecia separado en el adulto o se
fusionaba a otro hueso del créneo, como el lacrimal o el
nasal). Todo esto sugiere gque la pérdida del prefrontal en
Maniraptora, corresponde en realidad a la fusidn temprana
del centro de osificacién que le da origen a otros
elementos 6seos, presumiblemente en una etapa temprana del

desarrollc embrionaric. De esta forma, el centro de
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ogificacién del prefrontal persistié mas alla de
Maniraptora, fusionado al lacrimal (u otro elemento) en la
mayoria de los casos, u osificando separadamente y sin
fusionarse en otros, como en Deinonychus MOR747 o

Sinornithosaurus (FIGURA 20).
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A Velocitraptor (Basrbold 1999) Deinonychus (Ostrom 1969)

B Velocirraptor Deinonychus

Fig. 19. Persistencia del prefrontal en Maniraptora. Las interpretaciones clasicas han favorecido la hipétesis de
una pérdida del prefrontal en dinosaurios njmaniraptores (A), asi denominando el elemento anteroorbital con
forma de T como lacrimal en Velociraptor, e incluso en Deinonychus. La morfologia del lacrimal en forma de Ly la
presencia de un prefrontal en Deinonychus MOR747 permite especular sobre la verdadera naturaleza del lacrimal
en otros maniraptores, en los que sugerimos, el prefrontal y el lacrimal se fusionan tempranamente, dando
origen a un elemento con la caracteristica forma de T, que se expande hacia la region posterior ocupada por el
“desaparecido” prefrontal (B).




A Herrererasaurus (Sereno&Novas 1994) J Shengiornis (O'Connor, 2011)

| Archaeopteryx (Rauhut 2014)
B Tawa (Nesbitt 2009)

H Velocirraptor (Basrbold 1999)

C Coelophysis (Colbert 1989)

D Allosaurus (Madsen 1976)

Fig. 20. Esquema de la evolucién de la morfologia del crdneo en terépodos, con énfasis en la historia evolutiva de
los huesos lacrimal y prefrontal. Se resalté en amarillo el prefrontal y en rojo el lacrimal. La evidencia presentada en
este trabajo permite especular sobre la persistencia del prefrontal, fusionado al lacrimal, dando origen al caracte-
ristico elemento con forma de T, homologado al lacrimal de terépodos mas basales. La presencia de un elemento
en la posicién del prefrontal en un enantiornithe juvenil, podrfa significar incluso la presencia de un prefrontal en
grupos mas cercanos a las aves modernas.




En la perdiz chilena (N. perdicaria) se observa un centro
de osificacién ubicado en posicién caudal al Dborde
posterior de los centros premaxilares y maxilares del
nasal, justamente en la posicién del prefrontal de otros
terdpodos. Sin embargo, a diferencia de lo propuesto
anteriormente, este elemento se fusiona con el hueso nasal
en vez del lacrimal. Cabe destacar gque el prefrontal
muestra una gran plasticidad dentro del clado
Tyrannosauroidea (grupo externo a Maniraptora), en el cual
ha sido descrito como fusionado al frontal, al lacrimal, o
no fusionado a ningin otro elemento (Brochu, 2003; Currie,
2003). La perdiz chilena posee una osificacién en una
posicién c¢laramente comparable a la del prefrontal de
dinosaurios, lo cual sugiere que en este linaje basal de
neornithes, este elemento pasé a fusionarse con el nasal,
en contraste a su previa tendencia a fusionarse con el

lacrimal en maniraptores basales.

El nasal de otras paleognatas presenta una marcada
proyeccién caudal, que podria corresponder con este centro
prefrontal de la perdiz, algo que no ha sido estudiado en
detalle. Asi, la perdiz chilena, y guizds las otras aves
paleognatas, pueden representar el dltimo grupo preservando
un centro de osificacién prefrontal; esto sugerido por la
morfologia adulta (FIGURA 21). De ser asi, la pérdida por
agénesis de este centro de osificacidén prefrontal seria una

sinapomorfia de aves neognatas, en las que no se observdé un

46




elemento 6seo en esta posicién en ningin momento del

desarrollo en ninguna especie estudiada.
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Struthio camelus Rhea americana

Apteryx owenii

Fig. 21. Comparacién de la morfologia del craneo en una vista dorsal entre varios paleognatos.Se puede obser-
var que el nasal se proyecta caudalmente, lateral a la exposicion externa del ectethmoides, una distancia consi-
derable hacia posterior del borde més rostral del la 6rbita, delimitada por el lacrimal en A. el avestruz, B. el
fiandu y C. el Kiwi (imagenes tomadas del sitio de acceso libre www. skullsite.com). En D: embri6n de 10 dias de
incubacién de una perdiz chilena se puede observar que en la posicién ocupada, en los adultos de las otras
especies por dicha proyeccién del nasal, osifica el centro prefrontal del nasal, sugiriendo la presencia de un
elemento individual separado del o los demas centros de osificacién que pudieran estar dando origen al nasal
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VALIDEZ DE LAS SECUENCIAS DE OSIFICACION Y NOMERO DE

EMBRIONES

Un gran problema enfrentado a la hora de determinar qué tan
representativa es una determinada secuencia de embriones ¥y
qué tan fielmente refleja el desarrollo normal de una
determinada especie, es que cada embridn representa un
momento particular de su propia secuencia ontogenética.
Particularmente, a la hora de estudiar el desarrollo de
centros de osificacién, cuando nos encontramos con un
embrién con un centro de osificacién separado de otro,
(podemos decir a ciencia cierta gue eso representa el
desarrollo normal de otros individuos de su especie? El
problema se acrecenta al considerar dque dichos centros de
osificacién permanecen separados por muy poco tiempo,
fusionandose prontamente a otros elementos proximos. La
validacién de los datos obtenidos suele asociarse a un gran
ntmero de embriones mostrando la misma caracteristica, sin
embargo, debido a la ya mencionada naturaleza de los
centros de osificacién estudiados y al limitado nimero de
embriones utilizables por especie, esto se hizo dificil.

Asi, el caso del centro posterior del £frontal, aqui
homologado al postorbital, sélo fue observado en un embridn
de pato y un embrién de queltehue, sin embargo en la misma
posicién tanto en esas dos especies, como en la posicidn
reportada en el embrién de Alligator o en embriones de

pollo. Mas ain, no logramos observar este centro separado
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en el pollo, la fnica especie en la que habia sido

reportado.

Los dos centros de osificacién originando el lacrimal
fueron observados en todas las especies (con excepcidén de
la paloma), en algunos ¢asos en més de un embridn,
validando mAs atGn esta observacién, gque ya habia sido
reportada en otras especies, igualmente a lo descrito para
el caso del nasal de la paloma y el queltehue. He ahi el
valor del amplio muestreo taxondmico realizado; la
observacioén en varias especies del mismo rasgo
embrionario(ain este sea visto en s6lo un embrién por
especie) nos permite afirmar que lo que observamos se
repite, conformando un patrén establecido de desarrollo

dentro del grupo de las Aves.

DESARROLLO Y EVOLUCION

Al comparar el desarrollo de un embrién de ave con el de un
embrién de otro arcosaurio, como un cocodrilo, caimdn o
aligator, u otro reptil, se observa que el desarrollo estd
acelerado. En Alligator la osificacién comienza en el
crdaneo cerca de los 28 dias de incubacién (Rieppel,
vickaryous) (FIGURA 18), mientras que en el pollo comienza
alrededor de los 7 dias y medio (proporcionalmente similar
al tiempo en gue comienza en Alligator, cerca de un tercio

del tiempo total de desarrollo embrionario) en el que,
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cinco dias mis tarde, ya han osificado todos los huesos
dérmicos del crédneo. Esto en contraste con Alligator, en
que la aparicién del filtimo hueso dérmico del créneo, el
parietal, ocurre casi 14 dias més tarde que el inicio de la

osificacién (FIGURA 22).

Los patrones de desarrollo observados permiten pensar que
la velocidad con la gque avanza el desarrollo de las aves,
podria traer como consecuencia que los elementos Gseos
individuales se encuentran e interaccionan en estados de
diferenciacién més inmaduros. Se desconoce cudles son las
condiciones en las que dos centros de osificacidn préximos
se fusionan para dar origen a un elemento individual,
pudiendo tratarse de condensaciones independientes o
simplemente de sitios en los que se inicia la osificacidn
dentro de una misma condensacidén mesenquimidtica (FIGURA

23).
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Alligator, tomado de Rippel 1993
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Fig. 22. Comparacién de la temporalidad de la osificacién, relativa al tiempo total de desarrollo embrionario en
dos arcosaurios, Alligator mississippiensis y Gallus gallus. En ambas especies, la osificacién de los primeros huesos
del craneo comienza al rededor del primer tercio del desarrollo total, sin embargo, la osificacion avanza mas
rapido en el pollo, relativamente. A pesar de que osifica més rapido, no hay evidencia de que la maduracién del
tejido 6seo sea mas rapida. El no desarrollo de suturas o especializaciénes morfolégicas que establezcan un
limite entre diferentes huesos puede ser interpretado como la retencion de un desarollo inmaduro, ain en
estadios avanzados de la ontogenia, en las aves.




B

& Mesénquima ) Condensacion @ Ce.ntro de
Preosteogénica osificaciéon

Fig. 23. Dos alternativas hipotéticas del desarrollo y fusién de dos centros de osificacion. En la fila superior (1) se
representa la posibilidad de que ambos centros de osificacién correspondan a una Unica condensacién mesen-
quimética comienza a osificar en dos puntos distintos, mientras que en la fila inferior (2) se representa la opcién
alternativa, en la que los centros de osificacién corresponden a dos condensaciones mesenquimaticas individua-
les y separadas. A. Las células de la cresta neural, o del mesodermo,terminan su migracién en regiones especifi-
cas de la cabeza, dejando de migrar, aumentando las uniones célula-células, desarrollandose una condensacion
mesenquimatica. B. Diferenciacion de la condensacién mesenquimética a un tejido preostegénico. C. Prolifera-
cién del tejido preosteogénico y comienzo de la depositacion de matriz extracelular calcificable y/o calcificacion
del tejido. D. Aumento del 4rea del tejido calcificado. El hipotético “encuentro” de las dos poblaciones de células
preosteogénicas (2D), no deja evidencias histolégicas o histoquimicas. E. Contintia el crecimiento 6seo y comien-
za a madurar el tejido. Sélo quedara evidencia del origen separado de ambos centros de osificacién en 2E, si
existen diferencias en la orientacién o la identidad de los componentes de la mariz 6sea depositada por ambos
centros de osificacion. En el caso contrario, ambos elementos se fusionan, siendo indistinguible el origen mixto
del elemento.




De todas formas, la matriz extracelular secretada por las
células derivadas de una condensacién mesenquimdtica
individual, tras contactar la matriz extracelular derivada
de una condensacién vecina, no dejard evidencia o rastro de
este punto de contacto, a menos dgque exista: a) una
polaridad marcada en el tejido, D) diferencias entre las
proteinas de la matriz extracelular, o ¢) que se desarrolle
un limite celular o acelular, con propiedades diferentes a
las del resto del hueso, entre ambos huesos. Si el caso de
las aves refleja un desarrolle progenético, en el que
ocurre una maduracién temprana que resulta en una
truncacién de la ontogenia, observariamos suturas entre los
centros de osificacién que se fusionan en el pollo, como se
observan en Alligator. En el caso en gque la osificacién
avance mas rapido, manteniendo un estado poco diferenciado
o inmaduro, esto no ocurrird, y mientras ma&s temprano se
fusionen los elementos, menos rastro guedara de su origen
separado. Esto permitiria explicar como la "perdida” del
prefrontal y del postorbital, en vista de la evidencia
presentada en esta tesis, corresponderia a la fusidn de
estos elementos con un elemento vecino (el nasal en el caso
de la perdiz, y el frontal en el caso del pato ¥y el

gueltehue, respectivamente).

Otros aspectos del desarrollo, observados al comparar la
embriologia de las especies estudiadas, se hacen mas

dificiles de interpretar; Aunque enorme, la variacidn

55




Rl 7

morfolégica que observamos en los adultos no tiene una
relacién directa con la también enorme variacidn
embriolégica que se logré ver en este estudio. Por motivos
de tiempo y para enfocar el tema en un punto especifico, se
discutié con énfasis el desarrollo y homologia de tres
elementos ©6seos, sin embargo se hacen evidentes ¥y
llamativas las diferencias en los tiempos de osificacién de
los elementos O&seos en las diferentes especies (ej.
Aceleracién de la osificacidn del parietal en la tagqua,
respecto a los demds elementos), las diferencias en los
tamafios y formas entre elementos homélogos de distintas
especies durante el desarrollo (ej. El tamafio y forma del
escamosc o el tamafio del ojo en las diferentes especies) o
incluso la wvariacién en el numero de elementos gque dan
origen a un hueso individual, etc. A pesar de la dificultad
de encontrar explicaciones a estas diferencias en la
embriologia misma, se hace interesante y desafiante

buscarlas.
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CONCLUSIONES

La posible homologia de los centros de osificacidn debe ser
analizada cuidadosamente. En base a la informacidn
embriolégica recabada en esta tesis, se evaluaron las
hip6tesis de homologia al contrastarlas con la evidencia
f6sil. Por una parte, se logré confirmar el origen al
lacrimal a partir de dos <centros de osificacién
(supraorbital y orbital) en todas las especies observadas,
salvo en la paloma (C. Livia). La presencia de dos centros
de osificacidén dando origen al lacrimal, contrasta con el
tinico centro de osificacidén de otros amniotas, y debe ser
interpretada como una novedad evolutiva adguirida en el

linaje conducente a las Neornithes.

Pambién, se observaron dos tipos de desarrolle para el
hueso nasal; uno a partir de un solo centro de osificacién
(Gallus, Anas, Fulica y Melopsittacus) y otro a partir de
mids de un centro (Nothoprocta, Columba y Vanellus). En la
paloma y el queltehue, el nasal se desarrolla a partir de
dos centros de osificacién correspondientes a sus procesos
maxilar y premaxilar, que se fusionan en la regidén de unién
de ambos procesos en la esquina caudal superior de la
narina. En contraste, en la perdiz, un tercer centro de
osificacién, que se desarrolla en el borde anterior de la
érbita, mds dorsal, posterior y medial respecto al centro

supraorbital del lacrimal, se fusiona a la regién posterior
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del nasal, a los procesos maxilar ¥y premaxilar. La
observacién de un centro de osificacién en la posicidn del
prefrontal, en la perdiz, sugiere que este elemento puede
ser homdélogo al prefrontal encontrado en otros terdpodos
basales. Esto indicaria la persistencia de un centro de
osificacién homélogo al que da origen al frontal en otros
amniotas en maniraptora, incluyendo neornithes paleognatos,
asumiendo su fusién a otros elementos del créneo como el
nasal en el caso de la perdiz. La presencia variable del
hueso prefrontal dentro de Maniraptora (clado en due
mayoritariamente este hueso no se encuentra y en el que su
pérdida se define como una sinapomorfia), podria explicarse
como un paralelismo entre las diferentes especies, en las
que el centro de osificacién del prefrontal no se fusiona a
otro elemento del créaneo, mientras que su fusidén en etapas

embrionarias seria una sinapomorfia del clado.

De esta manera, 1la evidencia indica que, al menos en
neognatos, este centro de osificacidén desaparece y por io
tanto, el centro supraorbital homologado por Erdmann al
prefrontal y presente en todas las especies de aves
observadas incluyendo la perdiz, no puede ser homologado a
este elemento, difiriendo importantemente en su posicidn.
De esta forma, y como ya se dijo, el desarrollo del
lacrimal a partir de dos centros de osificacidn corresponde
a una posible sinapomorfia de, al menos, Neornithes,

independiente de si se desarrolla o no un prefrontal.
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Por Gltimo, a pesar de gque no se observaron dos centros de
osificacién dando origen al frontal en todas las especies
(sélo se ven en Anas y Vanellus), el frontal comienza a
osificar en diferentes regiones en distintas especies,
sugiriendo la presencia de mds centros de osificacidn. La
posicién del centro posterior del frontal descrita en el
pollo y observada en el pato y el queltehue, se encuentran
en la misma posicién que el postorbital de Alligator y la
ausencia de postfrontal e interparietal en todos los
terépodos descritos, indican gue este centro de osificacidn
probablemente corresponde al postorbital, que se fusiona al

frontal durante el desarrollo embrionario.

UTILIDAD DE LAS SERIES DE OSIFICACION

En contraste al conocimiento que se tiene en distintos
niveles del desarollo de la osificacidén endocondral, se
gabe poco de la ontogenia de los huesos dérmicos, asi como
de la relacién entre el desarrollo de las condensaciones
mesenquiméticas que los proceden y caracteristicas como el
tamafio, forma o nimero de estos elementos. Peor esS la
situacién cuando se intenta hablar del desarrollo de estos
huesos en un contexto evolutivo. ELl entender la secuencia y
temporalidad con que osifican los disntintos elementos
6seos, la relacidén entre estos centros de osificacidén y su

destino, hace posible comenzar a estudiar fendmenos como el
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establecimiento de una regién preosteogénica, el comienzo
de la osificacién, 1la interaccidén establecida entre un
centro de osificacién y el tejido circundante, ademds de
qué factores influyen en el crecimiento, el establecimiento
de la forma o los procesos involucrados en la fusidén de
elementos independientes.

El estudio de la ontogenia del craneo en diferentes
animales no-modelo gue abarquen un rango amplio de especies
dentro de la filogenia, abre la puerta a encontrar patrones
de variacién morfoldgica y de desarrolleo embrionario no
conocidos, dque a su vez bpuedan funcionar como buenos
modelos para entender dichos fendémenos. Generar
conocimiento sobre el desarrollo de un gran nimero de
especies emparentadas sirve, no s6lo en un contexto de
biologia evolutiva, sino también en el contexto de la
biologia del desarrollo, como herramienta importante para

comprender diversos procesos y mecanismos embrioldgicos.
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