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The youth, when Nature and Art attract him, thinks that with a vigorous
effort he can soon penetrate into the innermost sanctuary; the man, after

fong wanderings, finds himself still in the outer court.
J. W, Goethe

in consequence of the intimate causal connections between the two, many
of the conclusions drawn from the investigation of individual development
fwould] throw light on the phylogenetic processes.

Wilhelm Roux
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ABSTRACT

There are two linages that comprise the so-called modern birds (Neornithes):
Palaeognathae and Neognathae. Each clade is associated with a particular morphology of the
palate. In the paleognathous type of palate, the vomer and the pterygoids are in contact, while
in the neognathous type, the pterygoids do not contact the vomer, but articulate with the
palatines. According to Pycraft (1901) in chicks and juveniles of some orders of Neognathae,
there is a temporary link between the vomer and the pterygoids, as in the paleognathous
palate. This information has generate disparate interpretations and theories for the evolution
of the palate in modern birds., To evaluate those possibilities, we studied the diversity of
embryonic development in a Tinamiforme (chilean tinamou) and species of 7 orders of
Neognathae, including 3 orders which, according to Pycraft, recapitulate the paleognathous
condition in juveniles (Passeriformes, Gruiiformes and Charadriiformes). In all Neognathae
(Including these three orders} the vomer ossifies later than the palatines, while in
Paleognathae, the vomer ossifies earlier than the palatines. In embryos of Neocgnathae there is
no contact between the vomer and the pterygoids, aithough in later embryonic stages, in
species of Passerines, Gruiiformes and Charadriiformes, these bones approach each other,
almost overlapping or contacting. This suggests that, as described by pycraft, the vomer and
the pterygoicis are in contac in chicks and juveniles {post-hatching). In Palaeognathae, the
vomer connects with the pterygoids from embryonic stages. In contrast, in those Neognathe
where a vomer-pterygoid contact exists, it occurs later (post-hatching), suggesting a derived
condition, rather than a real reversion to Paleognathous condition. Pycraft decribed an anterior

specialized region of the pterygoid, the “hemipterygoid”, which makes temporary contact with
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the vomer. The data of this work show that the hemipterygoids are present in Paleognathae
being the part of the pterygoids that meets the vomer. In all Neognathae, the hemipterygoids
are present, even if they're never in contact with the vomer (including species where the
4 vomer is completely absent). We propose the hemipterygoids of Neognathe are homologous to

the region connecting to the vomer in Palaeognathae.




RESUMEN

Existen dos linajes que comprenden las denominadas aves modernas (Neornithes):
Palaeognathae y Neognathae. Cada clado se asocia a una morfologia particular del paladar. En
el paladar de tipo paleognato, €l vémer contacta posteriormente con los pterigoides, mientras
que en el de tipo neognato, los pterigoides no contactan con el vomer, sino que articulan con
los palatinos. Segun Pycraft (1901} en polluelos y juveniles de algunos drdenes de Neognathae,
existe una conexion transitoria enire el vomer y los pterigoides, como en el paiadar
paleognato. Este hecho genero distintas interpretaciones y teorias sobre la evolucién del
paladar en las aves modernas. Para evaluar estas posibilidades, en esta tesis se estudio la
diversidad de| desarrollo embrionario del paladar en un Tinamiforme (la perdiz chilena) y en
especies de 7 6rdenes de Neognathae, incluyendo 3 érdenes que, segilin Pycraft, recapitulan la
condicion paleognata (Passeriformes, Gruiiformes y Charadriiformes). En todas las Neognathae
{incluyendo estos tres ordenes) los palatinos osifican antes que el vomer, mientras que en
Palaeognathae, el vémer osifica antes que los palatinos. El contacto entre el vémer vy los
pterigoides no existe en los embriones de ninguna Neognathae, aunque en estadios
embrionarios mas tardios de Passeriformes, Gruiiformes y Charadritformes, estos huesos se
aproximan casi solapando o contactando. Esto sugiere la veracidad de lo descrito por Pycraft,
que el vémer vy los pterigoides contactan en polluelos y juveniles (post-eclosién). En
Palaecgnathae, el vémer se conecta con los pterigoides desde estadios embrionarios. En
contraste, en aquellas Neognathae donde existe un contacto vomer-pterigoides, éste se

establece de manera tardia (post-eclosion), lo cual suglere una condicion derivada, mas que un




retroceso o auténtica reversion a la condicién de Palaeognathae. En estos drdenes, Pycraft
describio una region anterior especializada de los pterigoides, los “hemipterigoides”, que
conforman el contacto con el vémer. Los datos de esta tesis muestran que los hemipterigoides
también estan presentes en Palaeognathae, siendo Ja porcién de los pterigoides que se une con
el vomer. Los hemipterigoides son facilmente reconocibles en todas las Neognathae, atin en
aquellos drdenes donde nunca se establece contacto con el vémer, o donde el vomer esta
completamente ausente. Proponemos que los hemipterigoides de todas las Neognathae son

homoélogos a la regidn que conecta con el vdmer en Palaeognathae.




INTRODUCCION

Las relaciones filogenéticas de las aves modernas (Neornithes) comenzaron a
dilucidarse gracias al trabajo de Thomas H. Huxley {1867), “On the classification of birds and the
taxonomic value of the modifications of certain of the cranial bones observable in that class”.
Este estudio establece al paladar como un caricter altamente variable, que seria ttil para
distinguir afinidades filogenéticas. Asi, Huxley propone cinco tipos de paladar, que reflejarian
diferentes ramas evolutivas de [as aves: (i) struthious, (ii} dromeognathous, (iii) schizognathous,

(iv) desmognathous y (v) aegithognathous (Fig. 1)*

1 Caracteristicas morfolégicas del paladar de tipo: (i) struthious, el vémer v los pterigoides fusionados relegan a los
palatinos de la linea media del pafadar; (ii} dromeognathous, esencialmente idéntico al tipo struthious, solo
agrupado con los demds érdenes de aves por la presencia de quilla en el esterndn; (fil) schizognathous, el vémer
puede ser pequefio o grande asemejindose al tipo struthious, los maxilopalatinos no se encuentran en la linea
media del pafadar, los pterigoides junto a fos pafatinos generan una articulacién con el parasfenoides; (iv)
aegithognathous, generalmente presentan-un vémer grande que se extiende hacia la zona posterior del paladar y es
truncado en anterjor. Los maxilopalatinos no se unen en la [inea media del paladar, pero si contactan el
parasfenoides; y (v) desmognathous, el vémer es pequefio o esta ausente y los maxilopalatinos generalmente estén

fusionados en la [inea media del paladar.
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FIGURA 1. Esquema que interpreta las relaciones filogenéticas propuestas por Huxley (1867},
segin el tipo de paladar: a) (i) struthious, ej. el fiandi (Rhea americana); b} (ii)
dromeognathous, ej. el tinamu gigante (Tinamus major); c) (iii) schizognathous, ej. el chorlito
dorado comuin {Pluvialis apricaria); d) (iv) aegithognathous, €]. el vencejo comun (Apus apus) y
e) {v) desmognathous, ej. el podargo australiano (Podargus strigoides).
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Si bien las categorias y afinidades propuestas fueron debatidas (Parker, 1875;
Mcdowell, 1948; Simoneta, 1960; Hofer, 1945; Stegmann, 1978; Feduccia, 1996), también
surgieron consensos. El estudio de la musculatura, aparato reproductor y morfologia del
paladar de Pycraft (1900) le permitié distinguir dos linajes basicos de aves, los superordenes
Palaeognathae y Neognathae (Fig. 2), sustentados actualmente tanto por evidencia
morfoldgica como molecular (Livezey y Zusi, 2007; Hackett et al, 2008; Yuri et al, 2013; Jarvis et
al, 2014). Pycraft sefialdo que estos dos linajes, Palaeognathae (del griego “mandibulas
antiguas”) y Neognathae (del griego “mandibulas nuevas”), poseen tipos de paladar
caracteristicos: paleognato y neognato (En esta tesis, se usara los términos formales en latin
Palaecgnathae y Neognathae, para referirse a los linajes, y los términos informales

(castellanizados) paleognato y neognato, para referirse a sus morfologias palatales).

En el tipico paladar paleognato, el vdmer y los pterigoides contactan formando una
barra muy caracteristica, que impide el encuentro de los palatinos en la linea medta del paladar
{(Gussekloo y Bout, 2002) {Fig. 3d). Esta es la diferencia més evidente con el tipico paladar
neognato, donde el vémer no se une a los pterigoides, sino que articula con los palatinos. En el
paladar paleognato, los palatinos contactan en la zona anterior con los maxilopalatinos
{porcion palatal del maxilar) y en la zona posteromedial con el vomer y los pterigoides {Bock,
1963; Carrol, 1997) (Fig. 3d). En el pzladar neognato, ! vémer varia ampliamente en su
morfologia. A diferencia de Palaeognathae, el vomer es frecuentemente muy pequefic 6
ausente y no contacta con los pterigoides (Zust y Livezey, 2006). Los palatinos, los pterigoidesy
el parasfenoides constituyen una articulacion moévil gue permite mayor movilidad
anteroposterior del paladar que en Palaeognathae (Carrol, 1997; Romer, 1966). A diferencia de

la condicidn paleognata, los palatinos son alargados, se ubican paralelos, y contactan en la




region anterior con los premaxilares (Fig. 3e) (Bock, 1963). (En esta tesis, debido a la
ambigiliedad de la literatura, se usaran los términos contacto o unién cuando dos huesos se
asocian a través de una articulacidn fibrosa, y solo articulacion cuando dos huesos se asocian

medjante una articulacidn sinovial).

Pycraft (1901} describidé que en polluelos y juveniles de algunos linajes de Neognathae, como
en Sphenisciformes (Fig. 4a, ¢} y Passeriformes (Fig. 4b, d), la porcién anterior de los pterigoides
{que este autor denomina “hemipterigoide”} puede contactar o solapar con las porciones
posteriores del vémer, como en Palaeoghathae. Pero este contacto luego estd ausente en el
adulto, donde el hemipterigoide se desprende del resto del pterigoide v se fusiona totalmente
{sinostosis) a los palatinos (Fig. 4c, d). Pycraft argumentd que el desarrollo de estas aves es
recapitulatorio, y por lo tanto coherente con ia nocién que el paladar neognato es derivado,

habiendoc evolucionado a partir del tipo paleognato, que considerd primitivo.
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FIGURA 2. Relaciones filogenéticas consenso de Neornithes.
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O Premaxilares M Pterigoides

O Vémer 0O Basicraneo
W Maxilares M Ectopterigoides
0 Palatinos

FIGURA 3. Morfologia del paladar en formas fésiles y en las aves modernas. a) Vista ventral del
paladar en Euparkeria {Witmer y Martin, 1984). b} Vista ventral del paladar en Gobivenator
mongolensis (Tsuihiji et al, 2014). ¢} Vista ventral del paladar en Archaeopteryx (Wellnhofer,
2009). d) Vista ventral del paladar en el emq (Dromaius novaehoilandiae) (Andors, 2001). e)
Vista ventral del paladar en el pollo (Gallus gallus) {Andors, 2001). f} Vista lateral parcial del
paladar en el barbudo grande (Megalaima virens) (Pycraft, 1901). g) Vista ventral parcial del
paladar en el colibri portacintas piquirrojo (Trochilus polytmus} (Lowe, 1939). Abp, apéfisis
hasipterigoides; J, jugal; Hpt, hemipterigoide; Mxp, maxilopalatinos; Pas, parasfenoides; Q,
cuadrado; Qj, cuadradojugal.
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En contraste, Sir Gavin de Beer {1956) argumentd que las Palaecognathae podrian haber
evolucionado a partir de las Neognathae, mediante la retencién en el adulto de una condicién
juveni! (Neotenia: retraso del desarrollo somdtico). Rasgos como el plumaje con barbulas
simétricas y suturas craneales persistentes en el adulto, evidenciarian neotenia en
Palaeognathae. Para de Beer, el paladar paleognato no representa una condicion ancestral,
sino el resultado del desarrollo “truncado” del paladar de un neognato. Ambas hipdtesis
{Pycraft y de Beer) aceptan que la condicidon paleognata esta presente en la ontogenia de las
Neognathae, nocién que fue ampliamente aceptada, incluso llevando al equivoco que también
estd presente en estadios embrionarios, previos a la eclosion (por ejemplo: Witmer y Martin,

1987; Andors, 2001)

Contrario a Io propuesto por de Beer, el registro fdsil indica que la condicidn del
paladar palecgnato es primitiva (Huxley, 1867; Pycraft, 1900; Simonetta, 1960; Gingerich, 1973;
Houde y Olson, 1981). Varios reptiles en el linaje conducente a las aves, presentan la unidn del
vomer con los pterigoides {véase, por ejemplo, el arcosauromorfo basal Euparkeria (Fig. 3a)).
En particular, desde los afios 1990’s, se acepta que las aves son descendientes directas de los
dinosaurios carnivoros bipedos (Theropoda). Los Theropoda presentan el vémer alargado, que
contacta con los pterigeides (Fig. 3b), condicion que tam_bién presenta el ave mas basal

conocida, Archaeopteryx (Fig. 3¢).
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a) Hpt b} Hpt

O Vémer
Palatinos
[]Pterigoides

————

FIGURA 4. Recapitulacion de la condicidn paleognata en juveniles Neognathae. a) Vista lateral
parcial del paladar de un juvenil del pingiiino paptia (Pygoscelis papua) (Pycraft, 1901). b} Vista
lateral parcial del paladar de un juvenil del robin americano (Turdus migratorious) (Jollie, 1957).
¢) Vista dorsal parcial del paladar de un juvenil del pingiiino paptia (Pygoscelis papua) (Pycraft,
1901). d) Vista lateral parcial del paladar de un adulto del robin americano (Turdus
migratorious) (Jollie, 1957). e) Vista lateral parcial del paladar de un juvenil del albatros de
Laysan (Phoebastria immutabilis) (Zusi & tivezey, 2006). Hpt, hemipterigoide.
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Sin embargo, estudios embriologicos recientes en algunas Palaeognathae y
Neognathae, no confirman la recapitulacién de la condicion paleognata en el desarrollo
embrionario de Neognathae (Maxwell, 2009, 2008a; Gossekloo y Bout, 2002). Estos estudios
concluyen que el patron de osificacidn en ambaos tipos de paladar diverge tempranaments, sin
que exista la co'ndicién palecgnata en embriones de Neognathae. En consecuencia, aunque se
acepta que la condicion neognata deriva de la paleognata, ahora se postula que habria ocurrido
mediante una reorganizacién del desarrolio temprano del paladar, sin recapitulacion (es decir,
sin adicion terminal de cambios). Esta vision moderna (ausencia de recapitulacién) ha ganado
amplia aceptacién. Sin embargo, se ha hecho caso omiso de aquellos linajes de aves en gue
Pycraft describié que existia recapitulacion, cuyo desarrollo no ha vuelto a ser estudiado.
También, ha desaparecido toda discusion de una posible transformacian evolutiva como la
propuesta por de Beer, desde un paladar neognato, hacia uno de tipo paleognato. Sin
embargo, dentro de Neognathae, se ha descrito que en Trochilidae {“picaflores”) (Fig. 3g) ¥
Megalaimidae (“barbudos”} (Fig. 3f) existe un contacto entre el vdmer y los pterigoides en aves
adultas, tal como en Palaeognathae. Esto indica que este tipo de transformaciones si han
ocurrido en la evolucidon de las Neognathae. Adicionalmente, experimentos recientes han
demostrado que la modificacion de mecanismos del desarrollo temprano de la zona facial
(particularmente de la via Wnt} en el pollo (Gallus gollus) es capaz de producir palatinos

morfolégicamente semejantes a los de un Palasognathae (Buhllar et al, 2015}.

Estos vacfos de informacion invitan a re-evaluar la posibilidad de que dentro de algunas
Neognathae exista recapitulacidn, y su posible relacién con reversion a rasgos paleognatos. En
efecto, la documentacién del desarrollo temprano de ios huesos del paladar en Neornithes es

aun limitada. Desde el siglo XIX existen reportes de los patrones de osificacion del paladar
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{Parker, 1869; Parker, 1875; Schinz y Zangel, 1937; Erdman, 1940; lollie, 1957), pero se centran
particularmente en una especie modelo, el pollo. Ademas, presentan poca concordancia entre
ellos: inconsistencias como el momento de aparicién o el nitmero de centros de osificacién,
abundan en estos trabajos (Tabla 1).

TABLA 1. Resurmmen comparativo del patron de osificacion embrionario en el pollo {Gallus

gallus). Los nimeros entre paréntesis indican la cantidad de centros de osificacién reportados
en cada estudio. Cabe destacar que en Schinz y Zangel (1937) no se encontré el vémer.

Patron de osificacion embrionario (dias de incubacién)

Hueso
Erdman (1940) Schinz y Zangel (1937) Jollie (1957)
vomer 11(2) — 13(1)
pterigoides 7(1) 11 11{2)
palatinos 8(1) 11 11{1)
maxilar 8(1) 12 11(1)

Adicionalmente, existen problemas técnicos. Es comtn que, en estudios donde se
analiza el patrén de osificacion del craneo (por ejermnplo: Nakane y Tsudzuki, 1999; Sanchez-
Villagra et al, 2009; Slater et al, 2009), se utilice la tincidn de Alizarina para hueso,
complementada con la tincién de azul de Alcian para cartifago. La previa tincién del cartilago
con azul de Alclan genera descalcificacion por el pH dcido de la solucion en [a que esti disuelto
este colorante (Yamazaki et al, 2010). Por lo tanto, en estadios tempranos de osificacion es
muy probable “borrar” pequefios centros de osificacion, y asi interpretar erroneamente el

patrén de osificacién.

Para evaluar si en efecto ocurre recapitulacion y reversién en la evolucion del paladar
de las aves, es imperativo contar con mas y mejores datos. En este estudio, se analizaron el

patron de osificacién embrionario del paladar en una especie de Palaeognathae, y en especies
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de 7 érdenes diferentes de Neognathae, incluyendo 3 érdenes que, segn Pycraft, recapitulan

R

la condicidn paleognata en el desarrollo juvenil {Passeriformes, Gruiiformes y Charadriiformes)

(Fig. 5).
1 Vémer Psittacidae é & Melopsitiacus undulatus
O Palatinos
M Pterigoides Strildidae Taeniopygiaguttata
Rallidae Fullicaarmiliata
Neoaves Charadriidae
Vanellus chilensis
Columbid
umbcae Columba livia
Anatidae
Neornithes Anas Platyrhynchos
1 Galloanserae
Phasianidae Gallus gallus
Numnididae Numida mefeagris
Tinamidae
Nothoprocta perdicaria

FIGURA 5. Relaciones filogenéticas de la especies utilizadas en este estudio, y la morfologfa del
paladar adulto correspondiente.
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Hipdtesis

El patron de osificacion embrionario del paladar en Neognathae, no presenta

recapitulacion de la condicién paleognata.

Objetivo general

Comparar el desarrollo embrionaric del paladar en diversas especies de aves,
incluyendo una paleognata, utilizando técnicas histoldgicas que permitan caracterizar el patrén

de osificacién embrionario y discutir la evolucién del desarrollo del paladar.

Objetivos especificos

Estandarizar estadios embrionarios de distintas especies de Neoynithes.

* Elaborar un protocolo de tincidn exclusivamente de huesc para determinar centros

tempranocs de osificacién.

* Caracterizar el patrén de osificacion del paladar de la perdiz chilena {Nothoprocta

perdicaria) en representacion del clado Palaeognathae.

= Caracterizar el patréon de osificacién del paladar de ocho especies del clado Neognathae
con paladares morfolégicamente divergentes y distribuidas ampliamente dentro de la

filogenia del grupo.

* Comparar el desarrollo del paladar entre Palaeognathae y Neognathae, en bisqueda

de la recapitulacion de [a condicion paleognata en embriones Neognathae
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METODOLOGIA

Obtencidn de huevos y extraccion de embriones

Con la finalidad de obtener embriones vivos, en distintos estadios del desarrollo,
representantes de aves Palaeognathae y Neoganathae, se obtuvieron huevos fecundados de
nueve especies de aves: perdiz chilena (Nothoprocta perdicaria), pollo {Gallus galius), gallineta
(Numida meleagris), pato {(Anas platyrhynchos), queltehue (Vanellus chilensis), tagua comin
(Fulica armillata), paloma (Columba livia), diamante (Taeniopygia guttata) y cata

{Melopsittacus undulatus).

Los huevos de perdiz chilena fueron compradas en el criadero “Tinamou Chile” (Los
Angeles, Region del Biobio, Chile), los de pollo en el criadero “Don pollo” {Pirque, Regidn
Metropolitana, Chile) y los de gallineta v pato en el criadero “Avicola Metrenco” {Temuco,
Region de La Araucania, Chile), Los huevos de queltehue fueron extraidos de nides silvestres
(Melipilla, Regién Metropolitana, Chile) segin el permiso SAG n? 5950/2014 y los de tagua
comin de nidos silvestres (Maipud, Regidn Metropolitana, Chile) seglin el permiso SAG n®
9483/2014. Los huevos de paloma (Columba livia), diamante (Taeniopygia guttata) y cata
(Melopsittacus undulatus) se obtuvieron de colonias mantenidas en el vivero de la Facultad de

Ciencias de la Universidad de Chile {Nufioa, Regidn metropolitana, Chile).

Todos los huevos fueron incubados a 37,5°C y 60% de humedad. Los huevos

provenientes de criadero y del vivero, se introdujeron en la incubadora luego de un reposo de
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12 horas a temperatura ambiente, tras su llegada al laboratorio. Como no se tenia informacion
a priori del momento de ovoposicion de los huevos provenientes de [a naturaleza, se utilizé el
criterio de flotacidn descrito por Hays y LeCroy (1971) (Fig. 6) para estimar el estado de
desarrolio de los embriones. Los huevos que se sumergieron fueron directamente incubados
(estadios tempranos) y los huevos que flotaron fueron abiertos de inmediato para extraer el

embridn.

Figura digializada desde Hays & teCroy {1971)

FIGURA 6. Método de flotacion propuesto por Hays y LeCroy (1971) para determinar el patrén
del desarrollo en el gaviotin comin (Sterna hirundo). * Estado del desarrollo cerca del
comienzo de la osificacién del craneo.
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Todos los huevos se introdujeron por un minuto en hielo para anestesiar al embrion
previo a su extraccion. Para limpiar y quitar los anexos embrionarios, los embriones fueron
sumergidos en solucién de PBS al 1%. Utilizando el mismo medio, los embriones fueron

fotografiados bajo Jupa® previo a Ja fijacién.

Para cada especie se trabajo con el siguiente nimero de embriones: 53 de la perdiz
chilena, 41 del pollo, 40 del queltehue y la tagua comuin, 38 del pato, 32 de la cata, 19 de Ia

paloma, 18 del diamante y 16 de la gallineta.

Estadios embrionarios

Debido a la disparidad del periodo de incubacién de las especies utilizadas en este
estudio {por ejemplo: perdiz chilena 21 dias vs. diamante 15 dias aproximadamente), los
estadios embrionarios fueron estandarizados segln la tabla existente para el pollo (Hamburger
y Hamilton, 1951), Especificamente se utilizaron los rasgos mas estereotipados presentes entre
el estadio 34 y 39 (Stark, 1993): la morfologia de las extremidades, el patrén de aparicidn de las
plumas y el crecimiento de los parpados (Fig. 7). Desde el estadio 39, en adelante, el desarrollo
se torna especifico para cada especie. Por lo tanto, los estadios posteriores se rotularon como

HH38+,

1 En una lupa Olympus SZX10 se adaptd una cémara fotogréfica digital EOS Rebel T3i Canon que fue
conectada y manejada directamente desde un computador con Windows 7.
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FIGURA 7. Método del establecimiento de estadios embrionarios entre especies distintas,
mediante la comparacién morfoldgica del crecimiento de los parpados a modo de ejemplo. a)
Embrién de pollo en el estadio HH35, b) embrién de pollo entre los estadios HH36 y HH37
{HH36+), ¢} embridn de perdiz chilena equivalente al embrién de pollo en el estadio HH35 y d)
embrién de perdiz chilena equivalente al embridén de pollo: entre los estadios HH36 y HH37
{HH36+). Las flechas indican el parpado superior.

Fijacion y tincion del tejido 6seo

Para la tincidn de hueso, [os embriones fueron fijados inicialmente en metanal 100% a
temperatura ambiente. Este primer fijador fue cambiado dos veces durante una semana de

agitacién. Previo a la tincién, se utilizé como segundo fijador formalina al 10% durante 10 min.
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Debido a que los huesos del paladar se desarrollan por osificacion intramembranosa, ¥ no a
partir de cartilago, se buscé evitar la descalcificacidn de los elementos esqueléticos tempranos
durante la tincién (Yamazaki et al, 2010). Para esto, los embriones fueron tefiidos durante una
hora mediante una solucidn de 0,02% de alizarina (ARS, Sigma-Aldrich) en KOH al 0,5%. El
exceso de tincién fue removido con agua destilada por tres dias con agitacién continua. Previo
a la transparentacion gradual del tejido mediante glicerol 20%, 50% vy 85%, el tejido fue
macerado por un dia en una solucién acuosa de KOH al 2%.

Ya con el embridn tefiido y transparentado, se extrajo la cabeza para estudiar el paladar
en detalle. De la cabeza se extrajeron los ojos, la mandibula inferior y se elimind el tejido
circundante a los elementos dseos del paladar. Luego de esta [impieza, se procedio a observar y

tomar registro fotogréfico de los ejemplares en glicerol 85%.

Caracterizacion del patrén de osificacion

Para comparar la osificacién entre especies distintas, independiente de los dias de
incubacion y los estadios embrionarios, se confecciond un rango de orden de aparicién de los
elementos éseos. Por ejemplo, en todos los casos los primeros huesos en osificar fueron los

pterigoides, por lo tanto se marcé con el ndmero 1 (Tabla 2).
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RESULTADOS

Patrén de osificacién del paladar

El patrén de osificacion de las especies utilizadas en este estudio se resume en |a Tabla

TABLA 2. Rango de orden de osificacion de los elementos del paladar. Entre paréntesis se
expresa el nimero de centros de osificacién de cada elemento. La paloma y la cata no

presentan vémer.

Elemento dseo

Especie - - -
Vomer Pterigoides  Palatinos Maxilar Parasfenoides
Perdiz chilena 3(2) 1(1) 4(1) 4(2) 2{(1)
Pollo 3(2?) 1(2) 2(1) 2{2) 2(1)
Pato 4(1) 1{1} 2(1) 2(2) 4(1)
Paloma — 1(1) 3(1) 3(2) 2(1)
Queltehue 5(2) 1(2) 2(2) 3(2) 4(1)
Tagua comin 5{2) 1(2) 3{2) 2(2) 4(1)
Cata — 1(1) 2(1) 3{(2) 3(1)

Siempre los pterigoides son los primeros elementos esqueléticos en osificar (Fig. 8c;

Fig. 10c; Fig. 14c¢; Fig. 16c; Fig. 18c; Fig. 20c y Fig. 22¢). Luego existe una notable diferencia: el

vémer osifica antes en embriones de Palaeognathae que en Neognathae. Particularmente,

después del comienzo de la osificacién de los pterigoides, en la perdiz chilena comienza a

osificar el vémer (Fig. 8f}, a diferencia de los embriones Neognathae, donde los huesos que

contindan el proceso de osificacién son los palatinos (Fig. 10i; Fig. 14f; Fig. 16i; Fig. 18f; Fig. 20i

y Fig. 22f), y luego surge el vémer (Fig, 11i; Fig. 15¢; Fig. 19c¢; Fig. 21c y Fig. 23c), También,




existe variacién del momento en el cual aparece el vomer en Neognathae, siendo muy
caracteristico que en el pollo y Ia gallineta (ambos Galiiformes) el vdmer comienza a osificar en
estadios del desarrollo muy tardios (HH40-41), en comparacién con los demdas Neognathae
estudiados, donde en el caso def pato, e queltehue, Ja tagua comin y el diamante, el vomer
comienza a osificar entre los estadios HH36-37. Ademds, existe diferencia en la posicién en
donde comienzan a osificar los palatinos. En la perdiz chilena surgen desde centros de
osificacidn en la zona posterolateral del paladar (Fig. 8i), en cambid en embriones Neognathae

surgen desde la zona anteriomedial del paladar (Fig. 10i; Fig. 18f y Fig. 20i).

Respecto al nimero de centros de osificacion, como se grafica en la Tabla 2, el patrén
de osificacidn del vdmer es muy variable, en concordancia con la morfologia dispar que
presenta este hueso en Neognathae. En el queltehue, la tagua comlin y el diamante, hay dos
centros de osificacion bilaterales muy evidentes. En el pollo, solo fue posible observar un
elemento en HH41 con forma de “V” invertida (Fig. 11i), lo cual sugiere dos dominios o centros
fusionados hacia la linea media de! paladar. En otro Galliforme, como la gallinets, el inicio de la
osificacién de este elemento no es clara. S6lo se observa un centro de osificacidn difuso (Fig.
13c), pero el bajo muestreo para esta especie no permite descartar la existencia previa de dos
centros separados. En el pato, que fue extensamente muestreado, se evidencia el origen del

vomer desde un sdlo centro de osificacidn (Fig. 15c).

En el queltehue y la tagua com(n se encuentran dos centros de osificacion, tanto para
los pterigoides y los palatinos. Los pterigoides (en ambas especies) presentan un centro de
osificacion anterior y otro posterior (Fig. 18c y Fig. 20c}, donde el centro anterior se transforma

presumiblemente en ia protrusién que Pycraft (1901} denominé como “hemipterigoide”. El
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centro posterior da lugar al “cuerpo” de los pterigoides (Fig. 18f y Fig. 20f). En el poilo también
existe otro centro de osificacién del pterigoide (lollie, 1957), pero no corresponde al
hemipterigoide, sino que forma parte de la zona anteriomedial de los pterigoides que articula
con Jos palatinos (Fig. 10f). En las especies restantes, sélo existe un centro de osificacion, la del
cuerpo principal del pterigoide. También, en el queltehue y la tagua comiin, los palatinos
presentan un centro de osificacion anterior y otro posterior. El centro anterior surge antes que
el centro posterior (Fig. 18f y Fig. 20i), luego se fusiona con el centro postertor (Fig. 18h, i; Fig.

19c y Fig. 21c), el cual se orienta en la cara ventral de los pterigoides.

Por ultimo, en el desarrollo del maxilar se encontraron dos centros de osificacion [Fig.
8i; Fig. 10h, §; Fig. 22f). Aunque la presencia de dos centros separados no es clara en todos los
casos, siempre se distinguen dominios diferentes (ver por ejemplo Fig. 18f, i). Cada centro de
osificacidn corresponde a una zona caracteristica del maxilar: uno representa la porcién de la
barra jugal (la cual se fusionara en la regidn anterior ¢on el premanxilar y en la regidn posterior
con el jugal) v otra que representa la porcidn del paladar {el maxilopalatino). Ademads, se
visualizd un tercer centro de osificacion en la perdiz chilena, el pollo y el pato, en forma de un
pequefio centro independiente en !a region que mas tarde dard [ugar a la apdfisis nasal del
maxilar, estructura que contacta ambos huesos de manera variable en Neornithes,

generalmente cerrando 2! borde caudal de la narina (Gussekloo y Cubo, 2013).

Pterigoides, hemipterigoides, palatinos y vomer: en bisqueda de la recapitulacion.

En el reporte de Pycraft sobre recapitulacién en algunas Neognathae, describe una
porcion anterior de los pterigoides que contacta o solapa transitoriamente con las apofisis

posteriores del vomer, {a cual llama hemipterigoide {Pycraft, 1901). En la perdiz chilena, previo
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a la union entre los pterigoides y el vomer (generando la barra caracteristica de la condicién
paleognata), surge un apice anterior en la zona dorsal de los pterigoides, proyectando hacia el
extremo posterior del vomer, directamente comparable al hemipterigoide (Fig. 24a). Luego
estos huesos comienzan a encontrarse (Fig. 24b}, quedando los hemipterigoides en una
disposicidn dorsal, el dpice posterior del vémer en disposicién ventral, y'los palatinos relegados.

en una disposicion ventral a los pterigoides y el vémer (Fig. 24c).

En el pollo, luego que los pterigoides estan bien desarrollados, aparece en el extremo
anteromedial un centro de osificacion, pero que no corresponde al hemipterigoide (Fig. 24d). A
continuacion, el extremo anterjor de los pterigoides se hipertrofia, asemejandose en forma al
extremo anterior de los pterigoides en la gallineta, otro Galliforime (Fig. 13c); sin que exista
ninguna apofisis semejante a los hemipterigoides (Fig. 24e). En esta etapa, los pterigoides
comienzan a interactuar con los palatinos, generando la articulacion caracteristica de la
condicion neognata. Es asi como va en un estadio previo a la eclosién, el vémer presenta
apdfisis posteriores, que por tamaito y posicién, estdn muy distantes de contactar con los

pterigoides (Fig. 24f).

La paloma, una Neoave basal, no posee vémer {Jollie, 1957). Si bien en estadios
tempranos del desarrollo en los pterigoides no se encuentra atisbo de los hemipterigoides {Fig.
24j), llama la atencion que en estadios tardios del desarrollo, inclusive en un recién nacido,
existe una protrusion anterior en los pterigoides, muy semejante a los hemipterigoides de otros

neognatos analizados en este estudio (Fig. 24k, 1).

El queltehue y la tagua comlin, como ya se menciond, comparten un patrén de

osificacion semejante. En primera instancia el pterigoide se desarrolla desde dos centros de
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osificacion, siendo el centro anterior mds grande y correspondiente a los futuros
hemipterigoides (Fig. 24g). £n estadios del desarrollo siguientes, se notan los hemipterigoides
distintivamente, proyectdndose por la cara dorsal de los palatinos (Fig. 24h). Luego que los
pterigoides y los palatinos se encuentran muy desarrollados, comienza a osificar el vémer (Fig.
24my). Por otra lado, las porciones-posteriores del vomer proyectan hacia la zona posterior del
paladar, pero nunca alcanzando los hemipterigoides, ya que estas apdfisis se sitdan en una
disposicion ventromedial en relacidén a los palatinos, mientras que los hemipterigoides se
disponen en una orientacién dorsolateral respecto a los palatinos (Fig. 24i, n, fi). Entonces, en
estas especies [os palatinos se disponen entre los hemipterigoides y las apofisis posteriores del

vomer, impidiendo el solapamiento o encuentro entre estos dos elementos esqueléticos.

Por dltimo, el diamante presenta poco desarrolio de los hemipterigoides cuando
comienza la osificacion del vomer, momento en el cual los demas elementos éseos del paladar
presentan gran desarrollo (Fig. 240). En estadios del desarrollo siguientes, hasta a eclosion, el
vomer y los pterigoides se extienden a lo largo del paladar pero nunca se sobreponen o
contactan, debido a que al igual que en el queltehue y la tagua comiin, los palatinos impiden el

encuentro entre ambos huesos {Fig 24p, q).

En conclusidn, no se encontré un contacto entre el vémer vy los pterigoides en los
embriones de ninguna Neognathae, incluso cuando en las especies estudiadas de
Passeriformes, Gruiiformes y Charadriiformes, estos huesos se acercan y estan muy préximos
en estadios embrionarios cerca de la eclosién. Esto sugiere la veracidad de lo descrito por
Pycraft {1901), donde estos huesos {legarian a estar contactados en polluelos y juveniles {post-

eclosién). En contraste, en embriones de la perdiz chilena (Palacognathae} se observa que los
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pterigoides y el vomer estan en contacto. En todas las Neognathae (incluyendo Passeriformes,
Gruiiformes y Charadriiformes) el patrén de osificacion del paladar es marcadamente distinto al
de las Palaeognathae. los palatinos osifican antes que el vomer, mientras que en

Palaeognathae, los vémer osifican antes que Jos palatinos.
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FIGURA 8. Patrdn de osificacion del paladar en embriones HH35, HH35+ y HH36+ de la perdiz
chilena. a} Morfologia externa en HH35. b) Vista lateral del paladar en HH35. ¢} Vista ventral del
paladar en HH35. d} Morfologia externa en HH35+. e) Vista lateral del paladar en HH35+. f)
Vista ventral del paladar en HH35+. g) Morfo!ogl'a|externa en HH36+. h) Vista lateral del paladar
en HH36+ i) Vista ventral del paladar en HH36+ Mx, maxilar (“porcion Jugal”); Mxp,
maxilopalatino; Pa, palatino; Pas, parasfenoides; Pt, pterigoide; Vo, vdmer.
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FIGURA 9. Patron de osificacion del paladar en embriones HH37, HH38 y HH39 de la perdiz
chilena. a) Morfologla externa en HH37. b) Vista lateral del paladar en HH37. ¢} Vista ventral
del paladar en HH37. d) Morfologia externa en HH38. e) Vista lateral del paladar en HH38. f)
Vista ventral del paladar en HH38. g} Morfologia externa en HH39..h) Vista lateral del paladar
en HH39. 1) Vista ventral del paladar en HH39. Abp, apdfisis basipterigoide; Hpt,
hemipterigoide; Mx, maxilar (“porcion Jugal”); Mxp, maxilopalatino; Pa, palatino; Pas,
parasfenoides; Pt, pterigoide; Vo, vomer
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FIGURA 10. Patrén de osificacién del paladar en embriones HH34, HH35 y HH35+ del pollo. a)
Morfologia externa en HH35. b) Vista lateral del paladar en HH35. ¢) Vista ventral del paladar
en HH35. d) Morfologia externa en HH35+. e) Vista lateral del paladar en HH35+. f) Vista
ventral del paladar en HH35+. g) Morfologia externa en HH36. h} Vista lateral del paladar en
HH36. i) Vista ventral del paladar en HH36. Mx, maxilar (“porcidn Jugal”}; Mxp, Maxilopalatino;
Pa, palatino; Pas, parasfenoides; Pt, pterigoide.
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FIGURA 11. Patron de osificacion del paladar en embriones HH36+, HH39 y HH41 del pollo. a)
Morfologia externa en HH36+. b) Vista lateral del paladar en HH36+. c) Vista ventral del paladar
en HH36+. d) Morfologfa externa en HH39. e) Vista lateral del paladar en HH39, f} Vista ventral
del paladar en HH39. g} Morfologia externa en HH41. h) Vista lateral del paladar en HH41. i)

Vista ventral del paladar en HH41. Mx, maxilar {(“porcidn Jugal”); Mxp, maxilopalatino; Pa,
palatino; Pas, parasfenoides; Pt, pterigoide; Vo, vémer.




FIGURA 12. Patrén de osificacion del paladar en un embrién HH41 del pollo. a) Morfologia
externa en HH41, b) Vista lateral del paladar en HH41. c) Vista ventral del paladar en HH41.
Mxp, maxilopalatino; Pa, palatino; Pt, pterigoide; Vo, vomer.

HH 39+

FIGURA 13. Patron de osificacion del paladar en un embrion HH39+ de la gallineta. a)
Morfologia externa en HH39+. b) Vista lateral del paladar en HH39+. ¢} Vista ventral del paladar
en HH39+. Mxp, maxilopalatino; Pa, palatino; Pt, pterigoide; Vo, vdmer
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FIGURA 14. Patrdn de osificacion del paladar en embriones HH34+, HH35 y HH35+ del pato. a)
Morfologia externa en HH34. b} Vista lateral del paladar en HH34. ¢ Vista ventral del paladar
en HH34. d) Morfologfa externa en HH35. e) Vista lateral del paladar en HH35. f) Vista ventral
del paladar en HH35. g) Morfologia externa en HH35+. h) Vista lateral del paladar en HH35+. i)
Vista ventral del paladar en HH35+. Hpt, hemipterigoide; Mx, maxilar (“porcién Jugal”); Mxp,
maxilopalatino; Pa, palatino; Pas, parasfenoides; Pt, pterigoide.
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FIGURA 15. Patrdn de osificacion del paladar en embriones HH36+, HH37 y HH39 del pato. a)
Morfologia externa en HH36+. b) Vista lateral del paladar en HH36+. ¢) Vista ventral del paladar
en HH36+. d} Morfologia externa en HH37. e) Vista lateral del paladar en HH37. f} Vista ventral
del paladar en HH37. g) Morfologia externa en HH39. h) Vista lateral del paladar en HH39. i)
Vista ventral del paladar en HH39. Hpt, hemipterigoide; Mxp, maxilopalatino; Pa, palatino; Pas,
parasfenoides; Pt, pterigoide; Vo, vémer
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FIGURA 16. Patron de osificacion del paladar en embriones HH35, HH35+ y HH36 de la paloma.
a)} Morfologia externa en HH35. b} Vista lateral del paladar en HH35. c) Vista ventral del paladar
en HH35. d} Morfologia externa en HH35+. e) Vista lateral del paladar en HH35+, f) Vista
ventral del paladar en HH35+. g) Morfologia externa en HH36. h) Vista lateral del paladar en
HH36. i} Vista ventral del paladar en HH36. Hpt, hemipterigoide; Mx, maxilar (“porcidn Jugal”);

Mxp, maxilopalatino; Pa, palatino; Pas, parasfenoides; Pt, pterigoide.
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FIGURA 17. Patron de osificacion del paladar en embriones HH37 y HH39 de la paloma. a)
Morfologia externa en HH37. b) Vista lateral del paladar en HH37. c) Vista ventral del paladar
en HH37. d) Morfologia externa en HH3S. e) Vista lateral del paladar en HH39. f) Vista ventral
del paladar en HH39. Abp, apdfisis basipterigoides; Hpt, hemipterigoide; Mx, maxilar (“porcidn
Jugal”); Mixp, Maxilopalatino; Pa, palatino; Pas, parasfenoides; Pt, pterigoide.
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FIGURA 18. Patron de osificacion del paladar en embriones HH34+, HH35 y HH35+ del
queltehue. a} Morfologia externa en HH34+. b) Vista lateral del paladar en HH34+. ¢} Vista
ventral del paladar en HH34+. d) Morfologia externa en HH35. e) Vista lateral del paladar en
HH35. f) Vista ventral del paladar en HH35. g} Morfologia externa en HH35+. h) Vista lateral del
paladar en HH35+. i} Vista ventral del paladar en HH35+. Hpt, hemipterigoide; Mx, maxilar
{(“porcién Jugal”); Mxp, Maxilopalatino; Pa, palatino; Pas, parasfenoides; Pt, pterigoide; Vo,
vomer.




FIGURA 19. Patron de osificacion del paladar en embriones HH36, HH37 y HH39+ del
queltehue. a) Marfologia externa en HH36. b) Vista lateral del paladar en HH36. ¢} Vista ventral
del paladar en HH36. d) Morfologia externa en HH37. e) Vista lateral del paladar en HH37. §)
Vista ventral del paladar en HH37. g) Morfologia externa en HH39+. h} Vista lateral del paladar
en HH39+. i) Vista ventral del paladar en HH39+. Hpt, hemipterigoide; Mxp, maxilopalatino; Pa,
palatino; Pas, parasfenoides; Pt, pterigoide; Vo, vomer.




5 nnm

BRI LH

FIGURA 20, Patron de osificacion del paladar en embriones HH35, HH35+ y HH36 de la tagua
comun. a) Morfologia externa en HH35. b) Vista lateral del paladar en HH35. c) Vista ventral del
paladar en HH35. d) Morfologia externa en HH35+. e) Vista lateral del paladar en HH35+. f)
Vista ventral del paladar en HH35+. g) Morfologia externa en HH36. h) Vista lateral del paladar
en HH36. i} Vista ventral del paladar en HH36. Abreviaciones: Hpt, hemipterigoide; Mx, maxilar
(“porcidn Jugal”); Mxp, maxilopalatino; Pa, palatino; Pas, parasfenoides; Pt, pterigoide.
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FIGURA 21. Patron de osificacién del paladar en embriones HH37, HH38 y HH39+ de Ia tagua
comun. a) Morfologia externa en HH37. b) Vista lateral del paladar en HH37. ¢} Vista ventral
del paladar en HH37. d) Morfologia externa en HH38. e) Vista lateral del paladar en HH38. f)
Vista ventral del paladar en HH38. g) Morfologia externa en HH39+. h) Vista lateral del paladar
en HH39+. i) Vista ventral del paladar en HH39+. Abreviaciones: Abp, apdéfisis basipterigodes;
Hpt, hemipterigoide; Mxp, maxilopalatino; Pa, palatino; Pas, parasfenoides; Pt, pterigoide; Vo,

vomer.
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FIGURA 22. Patron de osificacion del paladar en embriones HH35, HH36 y HH3S de la cata. a)
morfologia externa en HH35. b) Vista lateral del paladar en HH35. ¢} Vista ventral del paladar
en HH35. d) Morfologia externa en HH36. €) Vista lateral del paladar en HH36. f) Vista ventral
del paladar en HH36. g) Morfologia externa en HH38. h} Vista lateral del paladar en HH38. i)
Vista ventral del paladar en HH38. Hpt, hemipterigoide; Mx, maxilar (“porcién Jugal”); Mxp,
maxilopalatino; Pa, palatino; Pas, parasfenoides; Pt, pterigoide.
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FIGURA 23. Patrén de osificacion del paladar en embriones HH37, HH39 y HH39+ del diamante.
a) Morfologia externa en HH37. b} Vista lateral del paladar en HH37:. ¢} Vista ventral del paladar
en HH37. d) Morfologia externa en HH39. e) Vista lateral del pa]ad:ar en HH39. f) Vista ventral
del paladar en HH39. g} Morfologia externa en HH39+. h) Vista lateral del paladar en HH39+. i}
Vista ventral del paladar en HH39+. Hpt, hemipterigoide; Mx, maxilar (“porcién Jugal”); Mxp,
maxilopalatino; Pa, palatino; Pas, Parasfenoides; Pt, pterigoide; Vo, vomer.
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FIGURA 24, Relaciones ontogenéticas entre los pterigoides, los hemipterigoides y el vémer. a)
Vista laterodorsal del paladar de un embrién de perdiz chilena en HH36+. b} Vista laterodorsal
del paladar de un embrion de perdiz chilena en HH37. ¢) Vista laterodorsal del paladar de un
embrion de la perdiz chilena en HH39. d) Vista ventral del paladar'de un embrién del pollo en
HH35. e) Vista laterodorsal del paladar de un embrién del pollo en HH39. f) Vista laterodorsal
del paladar de un embrién del pollo en HH45. g} vista laterodorsal' del paladar de un embridn
del queltehue en HH34+. h) Vista laterodorsal del paladar de uni embrion del queltehue en
HH35+. i) Vista laterodorsal del paladar de un embridn del queltehue en HH37.
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(Continuacion Fig. 24)

j) Vista laterodorsal del paladar de un embrién de la paloma en HH35. k) Vista laterodorsal del
paladar de un embridn de la paloma en HH39. i) Vista laterodorsal del paladar de una paloma
recién nacida. m) Vista ventral del paladar de un embrion de la tagua comin en HH37. n) Vista
laterodorsal del paladar de un embrion de la tagua comin en HH38. i) Vista laterodorsal del
paladar de un embrion de la tagua comin en HH39+, 0o} Vista Ventral del paladar de un
embridn del diamante en HH37. p} Vista Iaterodorsal del paladar de un emhridn del diamante
en HH39. q) Vista laterodorsal del paladar de un diamante recién nacido. Hpt, hemipterigoide;
Pa, palatino; Pt, pterigoide; Vo, vomer. Las barras de tamafio corresponden a imm.
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DiscusIiON

Ausencia de recapitulacién en la aves modernas

Llama la atencion que en afios recientes no se haya estudiado el desarrollo de aquellas
Neognathae en que Pycraft (1901} describi6 que existia recapitufacion. Pese a que estos
estudios se realizaron hace mas de 100 afios, y se documentaron sélo con dibujos, no es facil
dudar de la veracidad de lo descrito por Pycraft, quien observé especimenes los cuales también
observé de Beer (1956). Adicionalmente, existen dos reportes que mencionan la presencia del
contacto vémer-pterigoides en juveniles Procelariiformes (familia Diomedidae) y Passeriformes
(familia Turdidae), donde en el adulto este contacto estd ausente (Fig. 4 b, d, e). En este
contexto, resulta concebible que el desarrollo embrionario de ciertas Neognathae fuera
comparable al de una Palaeognathae. De ser asi, podria representar un proceso ancestral de
recapitulacién, que se perdié de manera secundaria en [a ramas basales de Neognathae

(Galloanserae).

Esta importante posibilidad puede ser descartada gracias a los datos aportados por
esta tesis, que establecen con claridad que en ninguna Neognathae, los embriones se asemejan
a los de Palaeognathae. Si bien en ambos linajes el comienzo del desarrollo es parecido
(siempre osifican los pterigoides en primer lugar), luego el desarrollo del paladar presenta
diferencias fundamentales; En todas las Neognathae (incluyendo los tres érdenes posiblemente
“recapitulatorios”) los palatinos osifican antes gue el vémer. En Palaeognathae, el vémer

osifica antes que los palatinos, y el vomer esta en contacto con los pterigoides en estadios
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embrionarios (pre-eclosidén). Ademas, existe una reordenacién de los palatinos en Neognathae,
ya que como se hahia descrito anteriormente (Schinz & Zangerl, 1937; Tokita, 2003; Maxwell,
2008a, 2008b), osifican en la zona anterior de la linea media del paladar, orientindose
paralelamente uno de otro y articulando con los pterigoides. En cambio en el patrén de
osificacion de la perdiz chilena (Palaeognathae), el patrén de desarrollo es propio del paladar
tipo palecgnato (Maxwell, 2009), donde los palatinos osifican en la zona posterior del paladar,
disponiéndose perpendicular uno de otro y fusionandose después con el vomer y los

pterigoides.

En ningiin embrién Neognathae se observo el contacto entre el vémer y los pterigoides.
En especies de Passeriformes, Gruiiformes y Charadriiformes, estos huesos se aproximan
durante el desarrollo embrionario, y estdn casi en contacto en los estadfos embrionarios mas
tardios, lo cual es consistente con lo reportado por Pycraft (1901). Sin embargo, ahora es
posible aclarar que la unidn entre estos huesos se estableceria solo de manera tardfa, por
sobre un patrén general previo de desarrollo, que es tipico de Neognathae, Las profundas
diferencias con el desarrollo embrionario del paladar en Palaeognathae descartan que en estos
drdenes exista una auténtica recapitulacion. La evolucién secundaria de un contacto vémer-
pterigoides en algunas Neognathae puede deberse al incremento del tamaiio del vémer,
especialmente grande en estos ordenes. Esto también sugiere que no existe una auténtica
reversién, ya que en rigor estas Neognathae no presentan desarrollo embrionario de tipo
paleognato. Aln cuando se establezca la unidn del vomer con los pterigoides, ésta ocurre de
acuerdo a otro camino ontogenético, mds que por re-aparicion de los antiguos mecanismos del

desarrollo de Palaeognathae.
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En sintesis, esta tesis apoya y propone dos eventos causale; de cambio en el desarrolio
del paladar en Neognathae. Primero una heterocronia del vérr:l"er, siempre su osificacian
comienza después que los palatinos presentan gran desarrollo, siendo en el pollo muy
retrasado, vy en el queltehue, tagua y diamante menos retrasado. Y segundo, un re-
ordenamiento espacial de los palatinos, que sumado a su desarrollo temprano, permite la

articulacion con los pterigoides.
Conservacién de los hemipterigoides en la aves modernas

En aquellas Neognathae con “recapitulacton”, Pycraft (1901) describe en la porcion
anterior de los pterigoides, el desarrollo de un dpice denominade “hemipterigode”. Este
elemento esquelético se contactaria con el vomer brevemente, v luego se escindiria de los
pterigoides, quedando asociado a los palatinos, sin contactar el vémer (Fig. 4). La evidencia de
esta tesis aclara que una protrusién anterior del pterigoide (hemipterigoide) también esta
presente en Palaeognathae e incluso en las Neognathae en gue nunca se establece contacto
con el vomer. En el caso de la perdiz chilena, esta porcién de los pterigoides se une con el
vomer. En estadios embrionarios de todos los Neognathae, queda relegado a la cara dorsal de

los palatinos.

Aunque su conectividad varfe, es posible argumentar que en todas las Neognathae el
hemipterigoide es el mismo que, en Palaeognathae, participa de la unién entre los pterigoides
y el vomer. Esto se puede explicar porque el desarrollo retrasado del vémer, vy el desartoflo
previo de los palatinos (en una posicién relativa semejante a la del vémer en Palacognathae)
impide mecdnicamente que ocurra la recapitulacton. El vémer comi!enza a osificar cuando los

palatinos y los pterigoides estdn muy desarrollados y ya articulando, por lo tanto si se
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extienden las apdfisis posteriores del vémer, se encuentran siempre con la cara ventral de los
palatinos, incluso en especies que presentan un vémer grande, como en el queltehue, la tagua

comiin y el diamante.

Por otra parte, hay que hacer hincapié que esta es la primera vez que se describe la
presencia de los hemipterigoides en el desarrollo embrionario en una diversidad de linajes de
Neornithes. En Palaeognathae es necesario para la unién entre el vomer y los pterigoides,
mientras que en Neognathae presenta un patrén muy variable. Por ejemplo, el pollo presenta
un centro de osificacion en la zona del hemipterigoide, pero luego en el desarrollo embrionario
no se distingue del resto del pterigoide. Esto contrasta con el queltehue y la tagua comin, que
presentan dos centros de osificacion tempranos pertenecientes a los pterigoides, donde luego
el centro anterior contribuye en la formacion del hemipterigoide, ciaramente diferenciable.
Mas atin, llama Ja atencién que el hemipterigoide estd presente en especies que han perdido el
vomer, como la paloma vy la cata. Por lo tanto, en Neognathae, este dpice anterior de los
pterigoides podria considerarse un vestigio del antiguo contacto entre el vémer y los

pterigoides.

Conservacion y variacién de los patrones de osificacién en las aves modernas

Vale la pena discutir las similitudes y diferenctas encontradas en el patrén de
osificacion del paladar de las especies estudiadas en esta tesis. Como ya se ha expuesto, todas
las especies estudiadas comparten el patrén comdn en que los pterigoides son los primeros
elementos del paladar en osificar [Tabla 2). Esto contrasta con estudios previos, en donde se
describe el inicio de [a osificacion de los pterigoides como simultaneo a los demds elementos

del paladar (Por ejemplo: Maxwell 2008a, 2008b, 2009), debido a que estos estudios contaron




con un muestreo insuficiente de las etapas mds tempranas del patron de osificacion del
paladar. Llama la atencién que el queltehue y Ia tagua comiin presentan dos centros de
osificacion, en vez de uno, tanto en los pterigoides, como en los palatinos, situacion que no se
observé en ninguna otra especie, y fue no se conoce tampoco en la literatura. Este hallazgo
puede ser importante en términos filogenéticos, ya que estudios moleculares recientes
demuestran que los dos ordenes a los que pertenecen estas especies {Charadriiformes y
Gruiiformes respectivamente) estan agrupados como grupos hermanos o muy cercanos (Jarvis
et al, 2014; Prum et al, 2015), por lo tantc esta singularidad podrla corresponder a un rasgo

propio del linaje de aves donde estdn anidados estos ordenes.

Como se grafica en la Tabla 1, el patron de osificacion del vomer es un tema
controvertido. Primero, se ha sugeridc que en el pollo, este elemento aparece a los 11 o0 13
dias de incubacion {Jollie, 2957; Erdman, 1940; Gussekioo y Bout, 2002), cerca de la eclosidén
(Maxwell, 2008a) o simplemente no se visualizé en el embrién (Schinz y Zangel, 1937).
Tampoco hay acuerdo sobre cudntos centros de osificacion existen para estz elemento
esquelético. Erdman (1940) y Jollie (1957) reportan uno y dos centros para el pollo
respectivamente. En esta tesis se identifico el comienzo de [a osificacion de este hueso entre
HHA0 y HH41 (14-15 dias de incubacién), siendo observable un sdlo elemento en HHA1, pero
con forma de “V” invertida, lo cual sugiere la presencia de dos dominios o centros de
osificacion bilaterales. En embriones de otra Galliforme (gallineta), solo se observé un centro
de osificacion medial, sin embargo, la muestra limitada de embriones para esta especie impide
descartar la presencia previa de dos osificaciones. En el pato, [a muestra de embriones fue
suficientemente numerosa para concluir que, en efecto, se desarrolla un Unico centro de

osificacion medial para el vémer. Sin evidencia alguna de dos centros de osificacion bilaterales,
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como en otras aves. De esta forma, al menos para la evolucién del pato, se confirma la
simplificacion del vomer a un tnico elemento medial que surge desde un centro de osificacidn,
sin descartarse gue exista upa tendencia similar en el pollo y Ia gallineta. Estas especies

pertenecen al Jinaje Galloanserae, anidado en el origen de las Neognathae.

Esta tesis también pudo documentar la presencia de dos centros de osificacion en el
desarrollo del maxilar en gran parte de las especies analizadas, a diferencia de estudios
anteriores (Maxwell 2008a, 2008b, 2009) que describen sélo uno. En la perdiz chilena, el pollo y
el pate, existe incluso un tercer centro de osificacién. St esto corresponde a un cardcter
primitivo o derivado es un tema por investigar, que requiere de observaciones en mis especies

de Palaeognathae y Neognathae.

Por ultimo, es.necesario discutir algunas razones por las cudles algunos patrones de
osificacién documentados en esta tesis han pasado desapercibidos por trabajos previos. En
algunas especies, hay cambios morfologicos que ocurren en intervalos temporales muy
acotados y pueden ser interpretados inadecuadamente, si el muestreo de embriones es
insuficiente. Incluso entre huevos con el mismo periodo de incubacion, a la misma temperatura
y humeadad, no todos se encuentran en el mismo momento de desarrollo. Esta situacion se
agrava para aquellas especies que no se crian en cautiverio, donde suelen haber restricciones
numeéricas al muestreo y se desconoce el momento exacto del comienzo de fa incubacién.
También es necesario destacar las diferencias que existen entre especies de aves que poseen
distintas modalidades del desarrollo. Las equivalencias de estadios “HH” (Hamburger y
Hamiiton, 1951) entre diferentes especies de aves es una herramienta de gran ayuda, que nos

permite, comparar estados del desarrollo equivalentes, donde existe un retraso evidente del
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desarrollo en formas altriciales, respecto a las precociales. Por ejemplo, si comparamos la
perdiz chilena, que tiene un periodo de incubacién de 21 dias y un modo de desarrollo
precocial, con la cata, que tiene un periodo de incubacion de 15 dias aproximadamente y un
modo de desarrollo altricial, notaremos que la perdiz chilena pasa por estadios del desarrollo
en menos tiempo que la cata, Ia cual se demora comparativamente varios dfas en pasar desde
HH36 a HH39 (Botelho et al, 2015). Esto tiene especial importancia en la medida en que
algunas transformaciones morfoldgicas pueden ser mdas lentas (y por lo tanto, facilmente
documentables) segtin el modo de desarrollo de la especie. Debido a esto, para discernir
patrones generales a todas las aves, lo éptimo es maximizar el niimero de especies utilizadas, y
las distancias filogenéticas entre ellas. Otra arista en este punto, tiene relacién con los reportes
donde se indican que los patrones de osificacion en vertebrados pueden variar dentro de una
especie, entre diferentes poblaciones en cautiveric & salvajes (Maxwell, 2009; Sheil &
Greenbaum, 2005). En efecto, en algunos embriones de pollo HH41 {n=3) no se observd el
vomer, pero en estadios mds tardios previos a la eclosion, siempre esta presente, lo cual indica

la presencia de una marcada variacién intraespecifica en el tiempo de aparicién de este hueso.

La plasticidad evolutiva del paladar

Esta tesis confirma la opinidn actual, de gque no existe recapitulacion del paladar
paleognato en embriones de Neognathae. Sin embargo, sin los nuevos datos aportados, esta
conclusién era endeble. Adicionalmente, la literatura actual hace poca mencién de hechos
importantes, que dan cuenta de la verdadera plasticidad evolutiva de! paladar de [as aves. En
especial, no se discuten aguellas Neognathae que presentan rasgos del paladar paleognato,

comeo la presencia de la unidon del vémer con los pterigaides en el adulto de Trochilidae o

58




Capitonidae (Fig 3f, g), y en juveniles de Sphenisciformes (Fig. 4a, c), Passeriformes (Fig. 4b, d) y
Procelariformes (Diomediidae) (Fig. 4e), por ejemplo. Esta tesis aclara que en formas con este
contacto, el desarrollo embrionario del paladar seria diferente al del paladar paleognato. Sin
embargo, estas formas presentan un aumente del tamafic del vomer, semejante a
Palaecgnathae. Estc podria considerarse una reversién parcial, que contribuye a un resultado
final parecido (contactc con pterigoides), pese a las diferencias embrioldgicas. Estas
reversiones parciales no son adecuadamente reconocidas en la literatura actual, que se centra
particularmente en la refutacién histérica de la hipétesis defendida por de Beer (1956) {(que las

Palaeognathae se originan a partir de Neognathae por neotenia).

De manera similar, existe poca discusion de ja presencia de rasgos semejantes al
paladar neognato en la rama basal de Palaeognathae. El avestruz (Struthio camelus) presenta
palatinos alargados y paralelos, el vomer esta muy reducido, y no esta unido a los pterigoides
(Fig. 253) {compdrese con un Palaeognathae mas convencional, el emu, Fig. 3d). Debido a que
las descripciones del desarrollo temprano del paladar en la avestruz son insuficientes (Parker,
1866; Webb 1957; Maxwell, 2009), se desconoce si en [a avestruz osifica el vomer antes que los
palatinos. De osificar primero los palatinos, las semejanzas con Neognathae se extenderia a los

patrones embrionarios de osificacién.

Por otro lado, existe poca informacion sobre la evolucion de formas cercanas
conducentes hacla las aves modernas, precisamente porque los huesos del paladar tienden a
fragmentarse en el proceso de fosilizacion {Bock, 2002; Zusi & Livezey, 2006). En efecto,
Hesperornis es virtualmente la Gnica ave cercana a las aves modernas, en donde relativamente

se conoce la morfologia del paladar. En Hesperarnis, las reconstrucciones mas recientes no son
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concluyentes con la presencia del vémer (Elzanowski, 2991). Los ﬁterigoides y los palatinos se
encuentra unidos paralelamente, con un prominente hemipterigode proyectando sobre la cara
dorsal de los palatinos, donde estos se asemejan a la condicién neognata (Buhllar et al, 2015).
Esta es una condicidn derivada, y no es considerada homdloga a la articulacion propia de la
condicién neognata (Fig. 25b) (Elzanowski, 1991; Zusi & Livezey, 2006). Es de esperar que
nuevos descubrimientos indiquen la presencia de rasgos paleognatos en el linaje conducente a
las aves modernas, confirmando que Hesperornis representa :un caso independiente de
convergencia. De todas formas, el avestruz y Hesperornis reﬁresentan hitos evolutivos

importantes, que confirman una gran plasticidad evolutiva del paladar en las aves, desde muy

temprano en su evolucion.

[ Premaxilares
O Vémer

£ Maxilares

O Palatinos

£ Pterigoides
O Basicraneo

FIGURA 25. Morfologia del paladar en a) el avestruz (Huxley, 1867) y en b) Hesperornis
(Elzanowzki, 1991).
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Para entender [a manifiesta plasticidad evolutiva del paladar en Neornithes, debe ser
abordada desde los subyacentes mecanismos del desarrollo (previos a la osificacion). Los
principales elementos esqueléticos del paladar (vomer, pterigoides, palatinos y maxilares)
derivan de la cresta neural craneal (ectodermo) [Couly et al, 1993), v se desarrollan mediante el
poce estudiado proceso de diferenciacion denominado osificacién intramembranosa
(Abzhanov et al, 2007). De esta manera, el linaje celular que dara lugar a los huesos faciales, se
generan desde caracteristicas condensaciones que posteriormente daran lugar a osteoblastos
{Hall & Miyake, 1992; Jabalee et al, 2013, Abzhanov et al, 2007). Son pocos los estudios donde
se analiza ¢! patron morfo-espacial de estas condensaciones previas a la mineralizacién. Asf,
para entender las dos novedades del desarrollo del paladar neoganto confirmadas por esta
tesis (heterocronia del vémer y reorganizacion espacial de los |palatinos), es imperante
entender que ocusre en este proceso, comparado con e} desarrollo paleognato. La morfologia
resultante depende de los eventos morfogenéticos previos a la mineralizacion. Es asi como el
tamafio relativo de estas condensaciones (Richman et al, 2006), el mqmento en que migran sus
precursores (Tokita, 2006}, el nimero de centros de osificacion {I—iall & Miyake, 1992) v la
temporalidad relativa entre estas entidades celulares, serfan causales claves del resultado
fenotipico de Jos elementos craneales. Ahora, teniendo en cuenta la heterocronia del vémer
presente en Neognathae, podriamos especular ciertos cambios en sus mecanismos del
desarrollo. Primero, considerando la interaccién epitelic-mesénquima, donde los grupos
celulares que migran desda la cresta neural craneal hacia las zonas faciales, interactian con el
epitelio que los aloja {(Helms & Scheneider, 2003), se ha comprobado que esta interacciones

son vitales para los siguientes procesos morfogenéticos, ya que si estas célujas son implantadas

en otras zonas faciales, el compromiso de éstas puede cambiar (Helms & Scheneider, 2003).
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Entonces, debido a que existe un componente temporal (siempre en un embridon Neognathae
el vomer comienza a osificar después que los demds elementos del paladar), podria haber
ocurrido un retraso en la migracion de las células desde la cresta neural craneal hasta la zona
facial que dara lugar al vomer, por ende tendriamos una diferenciacién retrasada o distinta,
debido a que estas células interactuarian con un epitelic mas maduro, distinto al que
interactuaron los demas elementos del paladar (Fig. 26a). También, en algunos Neognathae
(como en el pollo), el vdmer presenta menor tamafio relativo. Entonces, la condensacion seria
mas peguefia. Esto puede ocurrir, porque menos células migran hacia esta zona o porque
existe menos proliferacion de estas células (Fig. 26c¢), comparado con el vdmer paleognato (Fig.
26b). Por otro lado, también puede ocurrir un cambio de los niimeros de centros de osificacion,
como ocuire en el pato, ya que solo presenta un centro de osiﬁcaci:c'm y la morfologia de este

hueso es alargada y comprimida lateralmente, siendo derivado dentro de los Neognathae

I

estudiados en esta tesis (Fig. 26d). Por Gltimo, en algunos Neognathae estudiados en este
trabajo {como el queltehue o la tagua com(n) solo cumplirian con el retraso del desarrollo del
vémer, ya que el tamafio relativo y la forma de este hueso se asemeja al que encontramos en la

condicidén paleognata (Fig. 26b).

Finalmente, Buhllar et al [2015) revela la importancia de estudiar los mecanismos
morfogenéticos de los huesos del craneo para entender su evolucién. Alterando los
mecanismos de la via wnt en el pollo, se obtuvo un re-arreglo de los principales huesos de la
mandibula superior; ios premaxtlares y los palatinos. Especificamente, cambié el tamafio vy la
posicién de los palatinos hacia [a zona lateral de la linea media del paladar, en contraste con el
fenotipo normal, donde los palatinos estan orientados paralelamente_‘ly extendiéndose por casi

W

toda la linea media del paladar. Si bien los palatinos permanecen articulando con [os
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pterigoides, ahora contactan con los maxilopalatinos (maxilares), por lo tanto sumado al
cambio en la posicién y tamafio, este fenotipo experimental nos recuerda la condicidn
paleognata de los palatinos. En consecuencia, este estudio refuerza que es imperante estudiar
los procesos del desarrollo previo a Ja mineralizacidn, en correspondencia con los eventos o

cambios del desarrollo que ocurrieron en el paladar de la aves modernas.
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2) Modificado de Healms & Schnelder {2003) y b}-d) basados de Richman etal (2006}

FIGURA 26. Cambios hipotéticos de los mecanismos del desarrollo del vomer en embriones
Neognathae. a) Patron de migracion de la cresta neural craneal en un embrién de pollo. La
flecha roja indica el linaje celular que dara lugar al vémer, graficando un desacople temporal en
relacion a los demas linajes celulares migrando (flechas negras). b) Morfologia hipotética de la
condensacidn celular que dard fugar al vomer en embriones Palaeognathae. ¢) Morfologia
hipotética de la condensacién celular que darad lugar al vomer en el pollo. d} Morfologfa
hipotética de la condensacidn celular que dara lugar al vomer en el pato. Las células con el
citoplasma en rojo, representan los centros de osificacion.
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