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RESUMEN

El fffffgifidde amniotos actuales se forma a partir de 1la
fusién de cartilagos tempranos, presentando sole un centro de
osificacién. En tetrapodos no-amniotos y stem—amniotos existen
tres huesos en la misma posicidén anatdmica del astragalo:
tibiale, intermedium y centrale 4. Estudios embriclégicos en
amniotos describen la formacidn del astrégalo a partir de la
fusién de dos cartilagos embrionarios (Tibiale e Intermedium:
Mammalia, Liclaemidae, Alligatcoridae) y en algunos linajes un
tercer cartilago adicional, del c¢entrale 4 (Chelonia,
Gekkonidae). En Aves alin hno estd resuelto la identidad de los
elementos que forman el tarso proximal. Los estudios
embrioldégicos mas recientes han descrite al astragalo como
derivado de wun sdélo cartilago, el tibiale, mientras que
estudios mAs antiguos (siglo XIX} describen dos. En aves, el
astragalo presenta un proceso ascendente gue crece dorsalmente
por encima de la tibia en direccidn proximal, que desarrolla
un centro de osificacidn independiente, una condicién
considerada necmoérfica para entre los amniotos, que
generalmente presentan una s6la osificacién. Identificamos el
nimero de elementos cartilaginosos que conforman el tarso
proximal en Aves, mediante observaciones histolédgicas vy
montajes completos de tinciones para de componentes de 1la
matriz extracelular (MEC) de cartilago y huesc. El astragalo
resulta de la fusidén inusualmente tardia de los cartilagos del
tibiale e intermedium, los cuales ademias se fusionan al

fibulare conformando un cartilago comun en el tarso proximal.




Notamos gque el intermedium durante la ontogenia se va
modificando y creciendo en direccién préximo-dorsal sobre la
tibia, constituyendo lo que hasta la fecha se describid como
el proceso ascendente. La re-indetificacidén del proceso
ascendente como el intermedium revela un caso de reversiodn,
en el cual el intermedium volvié a desarrollar su propio

centro de osificacién, como en tetriapodos basales.




ABSTRACT

The Astragalus of crown amniotes is formed from the fusion of
early cartilages, presenting only one center of ossification.
In non-amniote tetrapods and stem-amniotes there are three
bones in the same anatomical position: Tibiale, Intermedium
and Centrale 4. Embryological studies in non-avian reptiles
described the astragalus formation as a Ffusion of two
embryonic cartilages (Intermedium and Tibiale: Mammalia,
Liolaemidae, Alligatoridae) and in some lineages a third
additional cartilage is present (Gekkonidae, Chelonia). In
Birds the identity of the elements forming the Astragalus is
unclear. Recent Embryological studies have described the
proximo-astragalus as derived from a single tibiale cartilage,
while older studies described fusion with an intermedium. In
birds, the astragalus presents an ascending process that grows
proximo-dorsally over the tibia, which develops its own
ossification center, a unique trait within amniotes who
generally present a single ocssification center in the
astragalus.

We identify the number of elements of the proximal tarsus in
Aves by observations of components of the extracellular matrix
(ECM) of cartilage and bone. An interemedium is present that
fuses wunusually late +to the tibiale. These fuse to the
fibulare to conform a common proximal cartilage. We note that
the intermedium during ontogeny grows in a proximo-dorsal
direction over the tibia, forming what is currently described

as the ascending process of the astragalus. Re-identification




of the ascending process as the intermedium reveals a case of
reversion in which the intermedium once again develops its own

ossification center, as it once did in basal tetrapods.




INTRODUCCION

a. Consideraciones Paleontoldgicas.

El tarso proximo-medizl de amniotos, el Astragalo (Carrcll,
1988; Rieppel, 1993), ha sido identificado c¢omo un hueso
compuesto en base a evidencia paleontolégica y embriolégica.
La identificacién paleontolégica estd basada en la presencia
de multiples centros de osificacidén fusiconados en reptiles
basales, y sus posiciones relativas comparadaos a los
elementos separados presentes en tetrapodos basales no-
amniotos (Peabody, 1951. Figura 1A). Por ejemplo, en el
anfibio Temnospdéndilo Acheloma (Trematops), se describen tres
huesos separados (Tibiale, Intermedium y Centrale 4) en la
posicidén anatdémica que ocupa el astrédgalo del eureptil basal
Captorhinus (Schaeffer, 1941; Peabody, 1951; O0O'Keefe et al,
2006} el cual presenta 3 centros de osificacién (FPigura 1B).
Un estadio intermedio en la transformacidén de este elemento
tarsal, se evidencia en los amniotos troncales Diadectes vy
Gephyrostegus en donde sdlo el Tibiale y el Intermedium estan
fusionados, sin involucrar elementos centrales (Carroll &
Holmes, 2007) (Figura 1C).

2 diferencia de los reptiles troncales, en el grupo de los
Reptiles modernos {crown reptilia o Sauropsida), el astragalo
desarrclla un unico centro de osificacidn (Carrocll, 1988) con
la excepcion de 1las Aves, donde el astrdgalo presenta un
proceso ascendente gue se proyecta en direccidn prdéximo-

dorsal, por encima de la tibia, y que desarrclla su propio




centro de osificacién que luego se fusiona
principal del astrdgalo (y a 1la tibia,

tibiotarso. McGowan, 1985). (Figura 2).

a la del cuerpo

conformando el

TEMNOSPONDYLI [ Acheloma

Eryops
Diadectomorpha
Synapsida
Parareptiia
Mesosauridae
Captorhinidae

Petrolacosaurus

DIAPSIDA Actiosmia

Lepidosauna

Testudines

Fibula

Fibulare
(Calcdneo)

Metatarsos

Falanges

Gephyrostegus 1 mm

Stem-amniotos

Figura 1. Anatomia comparada del tarso de tetrdpodos. A) Filogenia de tetrdpoda y

anatomia del tarso proximal de amniotos, el astrdgalo se destaca en color rojo. B)

Conformacidén del tarso en non-amniotos y la correspondencia con las posiciones
relativas en el astrdgalo de amniotos. C€) Tarsoc proximal
Diadectes y Gephyrostegus. En color amarillo se muestra el elemento proximal-medial o
Tibiale, en celeste el Intermedium; en verde el Centrale 4 y en naranjo el Centrale

de los Stem-amniotos

3. Usaremos esta coloracién para las figuras siguientes, Figuras 1A y 1B modificadas
de O'Keefe et al, (2006) y Figura 1C modificada de Carroll & Holmes, (2007).
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Figura 2. Evolucién del tarso proximal en el linaje de reptiles Archosauria. En
Crocodylia (Archosauria basales) el astrdgalo, se desarrolla a partir de un anico
centro de osificacidn (Carroll, 1988). Estc se observa en Stem Archosauria y el
linaje conducente a cocodrilos. Hacia la base del linaje aviano, en Lagosuchus se
conserva la misma condicién, ya a partir de Coelophysis el astridgalc presenta un
proceso ascendente que se proyecta en direccidén préximo-dorsal por encima de la tibia
(McGowan, 1985).

b. Consideraciones Embriolégicas.

En lagartijas del género Liolaemus (Fabrezzi et al, 2007) y en
el cocodrilo Alligator mississippiensis (Miller & Alberch,
1990), (Figura 3A y 3B) se han descrito solo dos cartilagos
proximales que componen el astrdgalo, un intermedium, y hacia
medial, un cartilago que es identificado variablemnte como un
centrale, o el tibiale (No ahondaremos aqui en este polémica:
por conveniencia, nos referimremos a este cartilago como el
Tibiale, segin Gegenbaur, 1878 y Schaeffer, 1941. En el Geckko
Gonatodes albogularis (Leal et al, 2010) se ha descrito 3
cartilagos que forman el astridgalo: tibiale + intermedium +
centrale 4, recapitulando en la condrogénesis la secuencia que

ocurre en tetrapodos basales (Figura 3C).




Liolaemus quilmes
Fabrezzi et al, 2007

Alligator
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Figura 3. Estudios embrioldgicos del desarrollo del tarso proximal en reptiles. A) En
la lagartija Liolaemus gquilmes en estadio 35 se observa el tarso proximal conformado
por el fibulare y el complejo intermedium+centrale (centrale, como elemento proximal-
medial designadc), posteriormente este complejo osifica dando origen al astridgalo. B)
En el cocodrilo Alligator mississippiensis se describe de la misma manera gque en
Liolemus, encontramos que en estadio 16 encontramos en el tarso proximal al centrale
(como elemento proximal-medial designado), el intermedium y el fibulare.
Posteriormente en estadio 24 se genera un complejo intermedium+centrale gque cuando
osifica da origen al astrdgalo propiamente tal. Para la figura 3B y 3C el elemento
proximal-medial se ilustra con amarillo en los esquemas y el intermedium de color
celeste. C) En el Geckko Gonatodes albogularis se describe la formacidn del astrégalo
por el tibiale (amarilleo), intermedium (azul) y centrale 4 (verde). Abreviaturas: 3A)
Ti=tibia, Fi=fibula, f=fibulare, i+c=intermedium+centrale, td=tarsal distal. 3B)
T=tibia, F=fibula, f=fibulare, i+c=intermedium+centrale, dt=tarsal distal,
mt=metatarso. Figura 3A modificada de Fabrezzi et al. (2007), 3B modificada de Miller
& Alberch (1990) y 3C modificada de Leal et al. (2010).

La formacidén del tarso proximal en Aves fue descrita por
primera vez por Morse (1872, 1880). Este autor describidé la
fusidén de 3 cartilagos: tibiale + intermedium + fibulare,

constituyendo un astrdgalo-fibulare mas un proceso ascendente



gue crece proximo-dorsalmente respecto a la Tibia. Este
proceso, propio del 1linaje aviano, Morse lo homologa a un
intermedium embrionario (Figura 4A).

Posteriores estudios embrioldgicos en Gallus gallus (Pollo)
(Hinchliffe 1977; Burke & Fedducia, 1997) identifican solo dos
cartilagos proximales tarsales: uno medial como tibiale y otro
lateral como fibulare (también nombrado como calcdneo) {(Figura
4B) . Respecto al proceso ascendente del astragalo, McGowan
(1984, 1985) basédndose en Hinchliffe (1977) no lo ildentifica
come el intermedium sino gue lo sefiala como una prolongacidn
del cartilago del Astragalo en Aves Paleognatas y Neognathas
(Figura 4C).

McGowan sefiala que el Astridgalo y Calcaneo se fusionan
conformande un sd6lo cartilago en el que posteriormente
aparecen 3 centros de osificacidén independientes que
corresponden al calcéaneo, astrigalo, y su proceso ascendente,
recalcando que la osificacién del proceso ascendete seria una
innovacién evolutiva (neomorfimso). Posteriormente, estos
centros se fusionan generando el astragalocalcaneo. Finalmente
se fusionan con el extremo distal de la Tibia, conformando el

Tibiotarso (Figura 4D).

c. Deficiencias y Discrepancias.

Lia revisidn de la literatura da cuenta de la discrepancia en
la didentificacidn de los elementos tarsales de Aves segun
diferentes estudios embrioldgicos. Hasta la fecha, todos los

estudios embrioldgicos en aves no han descrito lo gue ocurre
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no gquedandoc claro el

cartilaginosas gque aparecen en la

C

ast —

Embrién Ema
(15 dias incubacién)

Embrion Pato
(14 dias incubacién)

D Juvenil

A
q‘ ‘h <>
=Y NnN
Salamandra - Embrion fve (Pasmaclosiin
B E Testudines Chelydra
hepagies, Liolaemus
sawiy o2 4 nigator

Archosauria Paleognathae

Neognathae

e

ASC

AST

Medial Lateral

Figura 4. Estudios
Propuesta de Morse

Salamandra y No-amniotos adultos.

embriolégicos del desarrollo del tarso proximal aviano. A)
(1880) que seflala que el proceso ascendente
independiente en el embrién de ave y corresponde al intermedium gue se observa en

es un elemento

B) Serie ontogenética de la extremidad inferior en

Pollo, con tincién alcian blue para cartilago, donde se seflalan al elemento

proximal-medial como Tibiale

embrién de Emid de 15 dias

(amarillo). <€) Tincidén alcian blue para cartilago en

(ave paleognata)

y en embrién de Pato de 14 dias (ave

neognata) en donde se describe gque el proceso ascendente en paleongantas es una

prolongacién del
fibulare(calcéneo) .
proceso ascendente.

astrdgalo(tibiale) y en neognatas es wuna prolognacién del

D) Juvenil de avestruz donde se muestra el astragalo con su
E) Filogenia resumen donde se muestran los grupos considerados en

los estudios embriolégicos

t=tibiale; f=fibulare;

descritos. Abreviaturas: 43) , T=tibia; F=fibula;

i=intermedium; c=centralia; tf=tibiale-fibulare. 4c,

Paleognatas: ast=astrdgalo(tibiale); asc=proceso ascendente; cal=calcdneo(fibulare);

tib=tibia. Neognatas,

lateral (=fibulare=calcéneo),

med=céndilo

medial (=tibiale=astréigalo), lat=céndilo

sp=proyeccién cartilagenosa del fibulare(calcéneo).
Figura 4A modificada de Morse (1880), 4B modificada de Burke & Feduccia (1997), 4C y
4D medificadas de McGowan (19

85).
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De la bibliografia revisada se puede sugerir dos posibles
respuestas con 105 afos de diferencia: (1) Segin Morse (1872,
1880) el proceso ascendente corresponde al intermedium,
desarrcllando una osificacién independiente como en anfibios y
los primeros amniotos, constituyéndose el tarso proximal con
tres elementos;: tibiale/intermedium/fibulare. {2} Segun
McGowan (1984, 1985) el proceso ascendente es un completa
innovacion evolutiva, desarrollado a partir de una
prolongacién cartilaginosa del <cartilago del astrdagalo.
Conformandose el tarso por el cartilago del astrdgalo y el del
calcaneo.

Por lo tanto, la aplicacién de un estudio embriolégico mas
detallado, focalizado en estadios mas tempranos del
desarrollo, es indispensable para generar un nuevo marco
empirico posibilitandeo una nueva perspectiva de la evoluciédn

del desarrollo en el tarso de Aves a partir de reptiles.
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Hipdtesiz de trabaijo

En la ontogenia temprana del tarso proximal aviano aparecen
tres condensaciones cartilaginosas independientes: tibiale,
intermedium y fibulare, siendc el proceso ascendente un

intermedium modificado.

Hipdtesis especificas
Se evaluara,
(i) E1 tarsc proximal aviano desarrolla tres cartilagos

embrionarios en su contogenia temprana.

(ii) E1 proceso ascendente del astrigalo aparece desde el
comienzo como un elemento independiente (Morse, 1880), y luego
se fusiona al tibiale, en vez de originarse c¢omoc una

proyeccidn a partir del astridgalo (McGowan, 1985).

(iii) La osificacidbédn “neomérfica” del tarso proximal aviano

corresponde en realidad al intermedium,
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Objetivos

Objetivo General:

Describir mediante diferentes técnicas v tinciones
histoldgicas, incluyendo inmunoflourescencia e
inmunchistoquimica, el origen embrioldégice y ontogenia
temprana de los diferentes elementos cartilaginosos presentes

en el desarrollio del tarso proximal en especies de aves

representativas: Gallus gallus {pcllo,Galliformes),
Nothoprocta perdicaria (perdiz chilena, Tinamiformes),
Coturnix Jjaponica {(codorniz japonesa, Galliformes),

Melopsittacus undulatus (cata australiana, Psittaciformes),
Taeniopygia guttata (diamante, Passeriformes}, Vanellus
chilensis (queltehue, Charadriformes) y Columbia Iivia
{paloma, Columbiformes). Esta informacidén es necesaria para

poder reconstruir la eveolucidén del desarrocllo del tarso

prokimal en Aves desde Reptilia basales.

OCbjetivos especificos:

1. Realizar series ontogenéticas completas mediante la
técnica de diafanizacidén con Alcian Blue/Rojo Alizarina
para comparar el desarrollo temprano del tarso proximal
en las especies de aves sefialadas, con el £fin de
observar la condrogénesis temprana del tarso proximal y
la aparicidén de los centros de osificacidén tardiamente

en el desarrcllo.
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. Realizar cortes y tinciones histolégicas para cartilago
e inmunohistoquimica/ flucorescencia para Colageno II ¥
Colageno IX, a fin de observar si en etapas tempranas
del desarrollo [5 a 10 dias Jincubacidén] el proceso
ascendente se desarrolla a partir de un cartilago
temprano independiente (el intermedium), o bien se
desarrolla a partir del cartilago pre-existente del
astrigalo. La ventaja de usar Colageno IX es que revela
focos de maduracidn al interior de cartilagos

compuestos.




MATERIALES Y METODOS

Tincidén whole mount para tejideos esqueléticos:

Diafanizacién y obtencién de series ontogenéticas completas de
la extremidad inferior en algunas especles de aves: Se
obtuvieron y aislaron completamente las extremidades

inferiores de embriones de Gallus gallus (Pollo), Nothoprocta

perdicaria (perdiz chilena), Coturnix Jjaponica (codorniz
japonesay, Melopsittacus undulatus (cata australiana),
Taeniopygia guttata (Diamante), Vanellus chilensis {queltehue)

y Columbia 1livia (paloma); desde los 5 dias de incubacidén
hasta el estadio de eclosidén. Se realizd la Tincidn dicrdmica
Alcian Blue/Rojo Alizarina. Con el fin de caracterizar, a
nivel macroscoépico, las condensaciones condrogénicas en
estadios tempranos (5-8 dias incubacién) y posterior aparicién
de los centros osificacidn (cerca de la ecleosidn) en el tarso
proximal de estas aves. Los embriones fueron fijados por
deshidratacién en Metanol abscluto (i00%) por 2 hrs. a
temperatura ambiente, luego fueron teflidos por inmersidén en
Alcian Blue al 0,03% en solucién Etanol 80%/Acido acético
glacial 20%; posteriormente, se dejaron en KOH 1% para
pasarlos (los embriones mas tardios} por la solucidén de
Alizarina al 1% en KOH 0,5%. Finalmente los embriones fueron
transparentados en una bateria de gliceroles: glicerol
20%/1%KOH, glicerol 50%/ agua destilada 50%, glicerol 90%/

agua destilada 10%. Los estadios del desarrellc fueron

estandarizados por la clasificacidn de Hamburger & Hamilton
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{1951). Los preparados fueron fotografiados en una lupa

OLYMPUS S2Xi0.

Histologia:

Obtencién de cortes seriados de estadios tempranos [entre HH29
y HH36] del desarrollo de extremidad inferior en embriones de
Gallus gallus, Nothoprocta perdicaria y Anas platyrhyncos: Los
embriones se fijaron en Formalina 10% en PBS 1%, pasaron por
una bateria de deshidratacidén con Etanol en concentraciones
crecientes (50%, 70%, 95% (x2), 100% (x2), Xilel (x2)} vy
posterior inclusidn en parafina al vacio por 30 min (paraplast
a 58°C). Se realizaron cortes a lo largo del eje dorso-plantar
y coronal de grosor del orden de 10-13pm. Posteriormente los
cortes obtenidos se sometieron a una bateria de hidratacidén y
tincién con los siguientes procedimientos: {(I) Tincidn
tricémicra Hematoxilina de Mayer/Rejo de Safranina O©/Fast
Green. (II) Tincién dicrdémica Alcian Blue/Nuclear Red., Los
colorantes Rojo Safranina O y Alcian Blue reaccionan para
tefiir matriz extracelular (MEC) exclusiva de «cartilago
(Safranina O reaccilona con condroitin sulfato y Alcian blue
con acido hialurénico); Rejo Alizarina para tefiir MEC
exclusiva de tejido 6seo (o en su defecto, en deposiciones de
calcio); Hematoxilina de Mayer y Nuclear Red son colorantes
nucleares y finalmente Eosina y Fast Green son colorantes
citoplasmaticos. Finalmente los preparados fueron
deshidratados en tiempos cortos y montados con medio de

montaje Entellan ®. Los preparados histoldgicos fueron
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fotografiados en un microscopio OLYMPUS MVXiQ.

Inmunchistoquimica:

Obtencién de cortes seriados coronales y dorso-ventrales de
estadios tempranos [entre HH32 y HH34] del desarrollo de
extremidad inferior en embriones de Gallus gallus y
Nothoprocta perdicaria: Se procedid a efectuar
Inmunohistoquimica en los cortes seriados para caracterizar la
presencia de los sigulentes componentes de matriz extracelular
de c¢artilago: Colageno II y Ceolageno IX. Se siguid el
siguiente protocolo: [1l] Los embriones se fijaron en Formalina
10% en PBS 1%; [2] pasaron por una bateria de deshidratacién
con Etanol en concentraciones crecientes (50%, 70%, 95% (x2),
100% (x2), Xilol (x2)) y posterior inclusidén en parafina al
vacic por 30 min (paraplast a 58°C). [3] Se realizaron cortes
a lo largo del eje dorso-plantar y coronal de grosor del orden
de 10-13um. [4] Los cortes fueron desparafinados en una placa
calefactora a 60°C por 30 minutos; [5] rehidratados en una
bateria de alcoholes decrecientes (Neoclear (x2), Etanol 100%
(x2), 95% (x2), 75 (x2), 50 (x2})); [6] puestos en una sclucidén
de bleaching H;0; 3% en PBS 1X 50%/Metancl 50% por 30 minutos;
i7] sumergidos en buffer citrato (pH 6} 80°C por 30 minutos;
[8] tratados con Hialuronidasa 2mg/ml por 2 horas; [9] lavados
con PBSt 0,1% 3 veces ({(c/u 5 minutos); [1l0] para luego
bloguear 2 horas en solucidn 5% suero normal de cabra (NGS) en
PBSt 0,1%., [1l1l] Se utilizaron como anticuerpos primarios anti-

Coligeno tipo 2 II-II6B3-s IgG hecho en ratdn (dilucién 1:20,
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DSHE), y anti-ColAgenc tipo 9 2CZ-s igG hecho en ratén
{dilucién 1:20, DSHB) incubando con parafilm toda la noche a
4°C en camara hiumeda. [12] Posteriormente, se hicieron 4
lavados {(c/u de 5 minutos} con PBSt 0,1%. [13] Se utilizd
anticuerpo secundario Biotinilado hecho en burroc anti-ratén
IgG BA2000, se cubrid con parafilm en camara himeda por 2
horas. [14] Se hicieron 4 lavados {(c/u de 5 minutos) con PBSt
0,1%. [15] Se incubd consolucidén AB (avidina-biotina) por 1
hora con parafilm en camara htmeda, [16] Se hicieron 4 lavados
{c/u de 5 minutos} con PBSt 0,i%. [17] Finalmente, se reveld
con DAB (ImpactDab) (40 microlitros DAB/ 1 mL Buffer sclucidn
DAB) hasta ver marcaje y se detuvo la reaccidén con PBS 1X.
Como dltimo paso los cortes fueron deshidratados en tiempos
cortos y montados con medio de montaje Entellan ©. Los cuales

fueron fotografiados en un microscopio OLYMPUS MVX10.

Inmunofluorescencia Whole-Mount

Se obtuvieron embriones tempranos de Coturnix japonica {(entre
HH29 y HH37), los cuales se sometieron al siguiente protocolo:
[1] fueron fijados en solucidn de Dent (4:1
Metancol:Dimetilsulfdéxido (DMSO)) por dos horas a temperatura
ambiente, deshidratados en metanol (x2) por 10 minutos vy
dejados a -80°C para post-fijacién. [2] Los embriones fueron
tratados con solucidn Dent-bleaching (4:1:1 metanol:;DMS0:H,0,}
por 24 horas a temperatura ambiente. [3]1] El1 anticuerpo
primario fue diluido en PBST/5% suero normal de cabra (NGS)/5%

PMSO. [4] EI anticuerpo primario utilizado fue anti-Coléageno
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tipo 9 TIgG hecho en ratén {(dilucién 1:20, DSHB) y anti-
Colageno tipo 2 II-II6B3-s IgG hecho en ratdn (dilucién 1:20,
DSHB) . [5] La incubacidén del anticuerpo primario fue llevada a
cabo por 48 horas a 4°C en agitacidén moderada. [6] Se
efectuaron 6 lavados (c/u x 1 hora} en PBST para sacar exXceso
del primario, [7] para luego incubar toda la noche a 4°C con
Alexa Fluor 488 anti-ratdén hecho en cabra IgG (H+L) (A-11031,
Molecular Prohes) como anticuerpoc secundario. [8] Bl
secundario fue lavado nuevamente 6 veces en PBST (c/u x 1
hora). [9] los embriones fueron transparentados en solucidn
Scale {(1:1 Glicerol 100%: Urea 4M) (Hama et al. 2011) por al
menos 1 semana. [10] Finalmente fueron fotografiados con un
microscopio spin-disc (DSU) confocal de epifluorescencia
Olympus BX61 y una lupa de epifluorescencia NIKON CDSD230.
[12] Las fotografias obtenidas fueron analizadas y editadas

con el programa Cell Sens ©.
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RESULTADOS

1. Series Ontogenéticas del tarso proximal aviano:

I. Formacidén de Cartilago.

Se realizaron tinciones whole-mount con Alcian Blue en series
ontogenéticas tempranas de las sigulentes especies de aves: La
paleognata Nothoprocta perdicaria (perdiz chilena, Figura 5);
vy las neognatas Gallus gallus (pollc, Figura €), Anas
platyrhynches (pato, Figura 7), Columbia 1ivia (paloma, Figura
B), Melopsittacus undulatus (cata australiana, Figura 9) ¥y
Taeniopygia guttata (diamante, Figura 10}.

Por observacién directa, se estandarizaron todas las series
ontogenéticas a los estadios HH29 a HEH40 de la embriogénesis
del pollo Gallus gallus elaborada por Hamburger & Hamilton
(1951) .

En los resultados obtenidos, entre 1los estadios HHZ29-HH31,
aparecen tres condensaciones cartilagincosas en el tarso
proximal. Sin evidencia de eventuales conexiones pre-~
cartilaginosas.

Para Nothoprocta, Gallus, Anas, Columbia y Melopsittacus
(Figuras 5-9 respectivamente): los primeros estadios, cercanos
a HH29, 1la condensacién lateral ({fibulare} es la primera en
aparecer y forma parte del “eje primario” de la extremidad
inferior, en linea con la fibula hacia proximal y el dedo 4
hacia distal. Inmediatamente después en HH30 aparece la
condensacidén intermedia (intermedium) y ya cercano a HH31 se

diferencia la condensacidn medial (tibiale).

20
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Entre los estadios HH32-HH36 observamos gue estas tres
condensaciones se fusionan (fusidn tripartita) para formar el
tarso proximal, en donde el tibiale genera el céndilo medial,
el intermedium genera el proceso ascendente, el cual crece
sobre la superficie dorsal de la tibia en direccidn proximal,
y el fibulare el c¢déndilo lateral. Es para destacar gque esta
tltima condensacién también genera un proceso, pero per la
cara ventro-lateral de la tibia en donde crece hacia proximal,
andlogamente a lo gue ocurre con el proceso ascendente.

Finalmente, la serie ontogenética de Taeniopygia (Figura 10}
presenta una variacidn respecto a las otras aves. En HH31
aparece una condensacidn anexa en la zona medial proximal, la
cual se va posicionando sobre la condensacién del intermedium,
entre HH32-34, para finalmente fusionarse y generar la forma
del proceso ascendente en HH35. Aparentemente por lo revisado
en esta serie, esta condensacién adicional se generaria dentro
del tenddédn del musculo extensor digiftorum longus (Baumel,
1979) que llega a insertarse a esta regidén del tarso, por lo
que podria tratarse de un cartilago sesamolde ectdpicamente
desarrollado sobre el intermedium. En lo que respecta a la
ontogenia de las condensaciones del tarso, estas aparecen de
manera separada (fibulare, intermedium, tibiale}) como lo
observado en las otras aves, para generar en HH37 la fusién

tripartita del tarso proximal.
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Nothoprocta perdicaria Alcian Bive
Serie HH29-HH40 Whole Mount

A

Nothoprocta
perdicaria

Gallus
gallus

Aves
|

Coturnix
Jjaponica

Anas
platyrhyncos

___ Columba
livia

Melopsittacus
undulatus

Taeniopygia
guttata

Proximal . Ascending process (asc) / intermedium (int)
2 5
$ 1%

B . fibulare (lateral element, fib)

D tibiale (medial element, tib)

Figura 5. Serie ontogenética temprana del tarso proximal de Nothoprocta perdicaria.
Tincién whole-mount con Alcian Blue. (A) HH29, (B) HH31, (C) HH32, (D) HH34, (E) HH
36, (F) HH40. Detalles en texto. Abreviaciones: tib=tibiale, fib=fibulare,
int (asc)=intermedium/proceso ascendente. Barras (A-C)=100um. (D)=200um. (E-F) =
500um.




Gallus gallus
Serie HH29-E36

Nothoprocta
perdicaria

Alcian Blue
Whole Mount
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Gallus
gallus

Aves
1

HH31

Coturnix C
Jjaponica

Anas
platyrhyncos

I HH32

— Columba
livia

Melopsittacus
undulatus

Taeniopygia
guttata

HH35

Ascending process

(asc) / intermedium (int)
tibiale (medial

element, tib)

fibulare (lateral

element, fib)

Figura 6. Serie ontogenética temprana del tarso proximal de Gallus gallus.
(A) HEH29,
exto. A

whole-mount con Alcian Blue,
HH36. Detalles e nt

breviaciones:

Tincidn

(C) HH32, (D) HH34, (E) HH 35, (F)

t

ib=tibiale, £ ib=fibulare,

int (asc)=intermedium/proceso ascendente. Barras (A-C)=100pum. (D-F)=200pm.
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Anas Platyrhinchos Serie HH29 - HH36 Alcian Blue Whole Mount

A
Nothoprocta
perdicaria

Gallus
§ i gallus
Z

Cotumix
Japonica

Anas
platyrhyncos

Columba
livia

Melopsittacus
undulatus

Taeniopygia
guttata

Ascending process (asc) 7 :
. /intermedium (int) D Hilaler{tin) . ikidlare {fib)

Figura 7. Serie ontogenética temprana del tarsoc proximal de Anas platyrhinchos.
Tincidén whole-mount con Alcian Blue. (A) HH29, (B) HH31, (C) HH32, (D) HH36. Detalles
en texto. Abreviaciones: tib=tibiale, fib=fibulare, int(asc)=intermedium/proceso
ascendente. Barras (A-C)=100pm. (D-F)=200pm.
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Columba livia Serie HH29 - HH40 Alcian Blue Whole Mount
A
[+2]
[
pe
T
Nothoprocta _
perdicaria B
o
I
Gallus I
gallus
L3 _
C
Coturnix
Japonica
&
e i
s
Anas —3 Q
latyrh
S _ Hano
. D
__| Columba
livia ©
e
b
I
Melopsittacus SO
undulatus
E
Taeniopygia
guttata
=
n
u

Ascending process (asc) /
intermedium (int)

D tibiale (medial element, tib)
. fibulare (lateral element, fib)

Proximal

-1

Distal

Figura 8. Serie ontogenética temprana del tarso proximal de Columba livia. Tincidén
whole-mount con Alcian Blue. (A) HH29, (B) HH31, (C) HH34, (D) HH36, (E) HH40.
Detalles en texto. Abreviaciones: tib=tibiale,

int (asc)=intermedium/proceso ascendente. Barras (A-C)=100um.

(D)=200pm.

fib=fibulare,
(E)=300um.
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; . 5 Alcian BI
Melopsittacus undulatus Serie HH29-E36 ok

Nothoprocta
perdicaria

Gallus
gallus

Aves
I

Cotlurnix
Jjaponica

Anas
platyrhyncos

__ Columba
livia

Melopsittacus
undulatus

Taeniopygia
guttata

Ascending process
(asc) / intermedium (int)

g__g D tibiale (medial element, tib)

. fibulare (lateral element, fib)

Figura 9. Serie ontogenética temprana del tarso proximal de Melcopsittacus undulatus.
Tincién whole-mount con Alcian Blue. (A) HH30, (B) HH32, (C) HH36, (D) HH40. Detalles
en texto. Abreviaciones: tib=tibiale, fib=fibulare, int(asc)=intermedium/proceso
ascendente. Barras (A-C)=100um. (D)=300pm.
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Taeniopygia guttata Serie HH30-42 Alcian Blue Whole Mount

P, FJ

A

o
@
I
I
- d
Nothoprocta [x) (_“ )
perdicaria % = .
o o
Gallus I -fi“
gallus = s
8- _
- !
Coturnix % K ’
Japonica N
2] .
Anas % ‘f‘\
platyrhyncos I L
~
— Columba %
livia o o
Melopsittacus (<2}
undulatus £
i
Taeniopygia —
guttata
g
ok
I
— Proximal
Ascending process (asc) g i g__g
/intermedium (int) I:' o ] . Filissie ) Distal

Figura 10. Serie ocontogenética temprana del tarsc proximal de Taeniopygia gutatta.
Tincidén whole-mount con Alcian Blue. (A) HH30, (B) HH31, (C) HH32, (D) HH34, (E)
HH35, (F) HH37, (G) HH39, (H) HH42. Detalles en texto. Abreviaciones: tib=tibiale,
fib=fibulare, int(asc)=intermedium/proceso ascendente. Barras (A-E)=100um. (F)=200um.
(G-H)=300pm.
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2. Histologia en cortes seriados (stacks).

2.1 Histologia normal para cartilago:

Se obtuvieron cortes coronales seriados de grosor 10-12 pm, de
patas de embriones tempranos de Gallus gallus (HH25-34,
Figuras 11-16 respectivamente), Anas platyrhyncos (BH32-34,
Figuras 17-18) y Nothoprocta perdicaria (HH32-34, PFiguras 19-
20}, Los cuales fueron tefiidos con las tinciones Alcian
Blue/Nuclear Red y Safranina O/Hematoxilina/FastGreen.

Gallus gallus. En HH29-30, presenta tres condensaciones:
tibiale, intermedium y fibulare (Figura 11, cortes 3 y 4) qgue
son independientes: <Cada unc presenta un foco de células
concéntricamente dispuestas con diferenciacién temprana de
cartilago y limites definidos ({pericondric temprano}. Entre
HH31-34 (Figuras 12-13 para HH31l, Figura 14 para HH32 vy
Figuras 15-16 para HH34) la condensacidén del intermedium se
posiciona dorsalmente respecte a la tibia, presentando un
pericondrio separado bien definido. Recién entre HH32 y HH34,
se observan conexiones (fusidn) entre los cartilagos del
intermedium, el tibiale y el fibulare, las cuales se unen a
nivel proéximo-dorsal.

Anas platyrhyncos. En  HH32 (Figura 17) estan presentes las
tres condensaciones con pericondrics claramente independientes
(cortes 3-6), destacando el intermedium, el cual presenta una
forma cilindrica alargada, peosicionandose distalmente entre la
tibia v la fibula. En HH34 (Figura 18} se mantiene la misma
condicidn, estableciéndose el contacto entre las tres

condensaciones como lo observado en Gallus.

|



29

Nothoprocta perdicaria. En HH32 (Figura 19) mantiene el mismo
patrén que Gallus vy Anas, con 1la diferencia gque la
condensacién del intermedium presenta una forma piramidal dque
se extiende dorsalmente a la tibia con una gruesa base distal
cercana al tibilale y en menor medida al fibulare, manteniendo
en todo momento un pericondrio independiente. En HH34 (Figura
20), como en Gallus y Anas, las tres condensaciones del tarso

proximal terminan contactandose entre si.
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Alcian Blue/Nuclear Red

Gallus gallus
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. Metatarsals (m)
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Figura 11. Histologia normal, tincién Alcian-Blue/Nuclear Red, serie coronal HH29-
HH30 Gallus gallus. Secciones de 10 micrones de espesor. Notar la presencia de las
tres condensaciones proximales en los planos 2 y 3. Barra = 100um.
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Figura 12. Histologia normal, tincién Alcian-Blue/Nuclear Red, serie coronal HH31
Gallus gallus. Seccicnes de 10 micrones de espesor. Ya se cbserva la posicidén dorsal

a la tibia del intermedium (planos 2 al 6) y su proximidad hacia distal con el
tibiale y fibulare ({(planos 5 al 9). Barra = 100um.
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Figura 13. Histcologia normal, tincidén Safranina-/Hematoxilina de Lilie-Mayer/Fast

Green, serie corcnal HH31 Gallus gallus. Secciones de 12 micrones de espesor.

Se

observa la posicidn dorsal a la tibia del intermedium (planocs 2 al 8) y su proximidad

hacia distal con el tibiale y fibulare (planos 3 al 9). Barra = 100um.
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Gallus ga”US Alcian Blue/Nuclear Red
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Distal
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Intermedium (int)
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Figura 14. Histologia mnormal, tincién Alcian-Blue/Nuclear Red, serie coronal HH32
Gallus gallus. Seccilones de 10 micrones de espesor. Se observa la posicién dorsal a
la tibia del intermedium (plancs 1 al 7) y su proximidad hacia distal con el tibiale
y fibulare (plancs 5 al 7). Barra = 200pm.
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Alcian Blue/Nuclear Red
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Figura 15 Histologia normal, tincién Alcian-Blue/Nuclear Red, serie coronal HH34
Gallus gallus. Secciones de 10 micrones de espesor. Se observa la posicién dorsal a

la tibia del intermedium (planos 2 al 8) y su proximidad hacia distal con el tibiale
y fibulare (planos 6 al 8). Barra = 100um.
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Safranin O
Lilie-Mayer Hematoxilin
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Figura 16. Histologia normal, tincidén Safranina-/Hematoxilina de Lilie-Mayer/Fast
Green, serie coronal HH34 Gallus gallus. Secciones de 12 micrones de espesor. . Se
observa la posicién dorsal a la tibia del intermedium (planos 1 al 9) y su proximidad
hacia distal con el tibiale y fibulare (planos 4 al 9). Barra = 100um.
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Anas Platyrhinchos Safranin O
Lilie-Mayer Hematoxilin
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Figura 17. Histologia normal, tincidén Safranina-/Hematoxilina de Lilie-Mayer/Fast
Green, serie coronal HH32 Anas platyrhinchos. Secciones de 10 micrones de espesor. Se
observa al intermedium dorsal pero mis lateralizado en relacidén a la tibia y como se
observd en detalle en Gallus. Se ubica principalmente entre tibia y fibulare (planos
3-5), solc en la parte distal se contacta con el tibiale y fibulare (plano 6). Barra
= 100pm.
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Figura 18.
Anas platyrhinchos.

Histologia normal,
Secciones de 10
dorsalmente entre tibia y fibula/fibulare
con tibiale y rodea al fibulare
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tincién Alcian-Blue/Nuclear Red, serie coronal HH34
micrones de espesor. Intermedium se ubica
(planos 2 al 5). Se contacta distalmente
(planos 5 al 8). Barra = 100pm.
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: 7 Alcian Blue/Nuclear Red
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Figura 19. Histologia normal, tincién Alcian-Blue/Nuclear Red, serie coronal HH32
Nothoprocta perdicaria. Secciones de 10 micrones de espesor. El intermedium se
muestra por scbre la tibia como una gran barra de cartilago (planos 2 al 7), el cual
se contacta con el tibiale (plancs 6-7) y fibulare (plano 8). Barra = 100upm.
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Figura 20. Histologia normal, tincién Safranina-/Hematoxilina de Lilie-Mayer/Fast
Green, serie coronal HH34 Nothoprocta perdicaria. Secciones de 10 micrones de
espesor. El intermedium se muestra por sobre la tibia como una gran barra de
cartilago mucho més extenso (planos 2 al 7), el cual se contacta con el tibiale
(planos 8). Barra = 100um.
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2.2 Inmunohistoquimica para Colagenos II y IX:

Se realizaron cortes (grosor 10-12 um) de patas de embriones
HH32-HH34 de Gallus gallus {(HH32, Figuras 21-23; HH34, Figura
24) y Nothoprocta perdicaria (HH32, Figura 25; HH34, Figura
26) .

Gallus gallus: En HH32 dos series dorso-ventrales para
Coldgenc IX (Figuras 21 y 22) muestran la aparicidn de tres
intensas marcas correspondientes a las condensaciones del
tibiale, intermedium y fibulare. Destacando claramente, tres
focos de diferenciacién de cartilago independientes en el
tarso proximal. Los cuales se corresponden a las posiciones
relativas de las tres condensaciones agui descritas. En la
tercera serie para HH32 sagital (Figura 23), esta vez para
Colageno II, se describen secciones en la porcién lateral del
tarso proximal, mostrando la extensién del £fibulare, la
posicidén dorsal a la tibia del intermedium, el contacto entre
estas dos condensaciones y el crecimiento (o proceso) del
fibulare por 1la cara ventral de 1la tibia, en direcciédn
proximal. En HH34 se obtuvo una serie coronal para Colageno II
{(Figura 24), logrando el mismo resultado que en la serie
coronal para histologia de cartilago descrita en la Figuras 15
y 16. Nothoprocta perdicaria: Dos series coronales para
Coléageno II, HH32 (Figura 25) y HH34 (Figura 26), muestran el
mismo patrdn de Nothoprocta sefialado en las Figuras 19 y 20,
destacando una vez mas el gran tamafio del intermedium por

sobre la tibia con un pericondrioc separado.
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Inmunchistoquimica para Ccldgenc IX en cortes, serie 1 dorso-ventral HH 32
Secciones de 10 micrones de espesor. Desde el plano 2 al 5 se
muestran, de medial a lateral, 3 focos de maduracién de cartilago pertenecientes al

tibiale, intermedium y fibulare. Barra = 100um.
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Figura 22.
Inmunchistoguimic
a para Colageno
IX en cortes,

serie 2 dorso-
ventral HH 32

Gallus gallus.
Secciones de 10
micrones de

espesor. Desde el
planc 2 al 4 se
muestran
nuevamente, de
medial a lateral,
3 focos de
maduracién de
cartilago
pertenecientes al
tibiale,
intermedium y
fibulare. Barra =
100pm.
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Figura 23. Inmunohistoquimica para Col&geno II en cortes, serie sagital (latero-
medial) HH 32 Gallus gallus. Secciones de 12 micrones de espesor. Se observa la
extensién del intermedium por dorsal scbre la tibia y su contacto con el fibulare, el
cual también presenta un proceso pero por ventral a la tibia, los cuales en conjunto
conformardn el cap articular lateral del tarsoc proximal una vez fusionado. Barra =
100um.
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Figura 24. Inmunohistoquimica para Coldgeno II en cortes més tincién Nuclear Red,
serie coronal HH 34 Gallus gallus. Secciones de 12 micrones de espesor. Se observan
las tres condensaciones independientes (plancs 3 y 4) y el intermedium en posicién
dorsal a la tibia (planos 2-4). Barra = 100um
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Figura 25. Inmunchistoquimica para Coldgeno II en cortes mids tincidn Nuclear Red,
serie coronal HH 32 Nothoprocta perdicaria. Secciocnes de 12 micrones de espesor.
Desde el plano 2 al 9 se muestra la extencidn del intermedium por sobre la tibia y en
contacto con el tibiale y mas distal con el fibulare (planos 6-8). Barra = 100um.
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Figura 26. Inmunohistoquimica para Coldgeno II en cortes mids tincién Nuclear Red,
serie coronal HH 34 Nothoprocta perdicaria. Secciones de 12 micrones de espesor.
Desde el plano 2 al 6 se muestra la extencién del intermedium por sobre la tibia y en
contacto con el tibiale y mas distal con el fibulare(planos 5-9). Barra = 100um
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3. Inmunofluorescencia whole-mount para coldgeno IT y IX:

Se obtuvieron preparaciones fluorescentes whole-mount, para
Colageno II y IX, de patas enteras de embricnes tempranos de
Coturnix japonica entre HH29-30 y HH36-37 aproximadamente
(Figuras 27-30). De las series ontogenéticas obtenidas para
ambos colagencs (Coldgeno II, Figura 27 y ColAgeno IX, Figura
28) se observa el mismo patrdn de las series ontogenéticas con
Alcian Blue mostradas en 1las Figuras 5-10. FEs deciz, 1la
presencia de tres focos de expresidén de Colageno II (Figura
27) en HH29-30 gue corresponden a las posiclones anatémicas
del tibiale, intermedium y fibulare que progresivamente se van
fusionando entre HH32-34 para en HH36-37 conformar el tarso
proximal ya fusionado en un gran cartilageo compuesto.

Nuevamente el ensayo para Colageno IX (Figura 28) sefiala tres
focos de diferenciacién de cartilago {comc lo mostrado en
Gallus en las Figuras 21 y 22), en donde interesantemente se
marcéd el comienzo de la maduracién del fibulare e intermedium
entre HH29-30 y posteriormente el tibiale en HH31l, manteniendo
el marcaje focal de maduracidn en las posiciones relativas de
estas tres condensaciones iniciales vya cuande el tarso
proximal se fusiona en HH36-37: teniendo un foco a nivel
medial {que proviene del tibiale) un foco en el “proceso
ascendente” (que proviene de la condensacidén del intermedium)
v un foco a nivel lateral {que proviene de la condensacidn del

fibulare) .
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Figura 27. Inmunofluorescencia Whole-Mount para Coldgeno II, serie ontogenética
temprana Coturnix japonica. Similar a lo presentado en las Figuras 6-11, en esta
serie ontogenética de Coturnix (A HH29-30; B HH31-32; C HH33-34; D HH36-37 vista
dorsal; E HH36-37 vista dorso-lateral) se observa la formacién del tarso proximal a
partir de tres condensaciones seglin la marca fluorescente para coldgenoc II (tibiale

(amarillo), intermedium(azul) y fibulare(naranjo)). Nuevamente se observa una
correspondencia entre el intermedium y el proceso ascendente y la fusidn del tarso
proximal en HH36-37. Abreviaciones: Asc (int) = intermedium / procesco ascendente.

Barra (A-E) = 100pm.
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Figura 28. Inmunofluorescencia Whole-Mount para Coldgeno IX, serie ontogenética
temprana Coturnix japonica. A HH29-30; B HH31-32; C HH33-34; D HH36-27. Se mantiene
el patrén cbservado en la Figura 28, con la novedad que se evidencia los tiempos de
maduracién de las condensacicnes proximales, que se muestran entre (A) y (B) en donde
el tibiale aparace como condensacién madura después del intermedium y fibulare. Una
vez mids se corresponde el intermedium con el proceso ascendente y en (D) ya tenemos
al tarso proximal fusionadoc. Abreviaciones: Asc (int) = intermedium / proceso
ascendente. Barra (A-E) = 100upm.
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Con estos resultados se demuestra, una vez mé&s, que el llamado
“proceso ascendente” surge en la ontogenia como una
condensacidén de cartilago independiente y gque corresponde al
intermedium.

Adicicnalmente se procesaron preparados whole-mount para los
dos colagenos bajo microscopia Spin-disc/confocal de
fluorescencia, con la finalidad de describir con mejor
resolucidén la conformacidén tridimensional del tarso proximal
durante la ontogenia. Los resultados obtenidos para Colageno
II en la Figura 29 entre HH30-31, muestran a nivel lateral la
separacién que existen entre el intermedium y el fibulare,
destacando también, lo prdéximo de ambas condensaciones pero

siempre como estructuras separadas.

HH 30

e Asc (int) ’ Asc (int)

?.' -
A
- fibulare

~~ fibulare fb .I
ibulare

Asc (int)
T —Asc

(int)

\

~ fibulare fibulare

Figura 29. Inmunofluorescencia Whole-Mount para Coldgeno II bajo micoscropia confocal
spin-disc, tarso lateral Coturnix japonica. Todas las imdgenes aqui mostradas son
parte de stacks de fotografias en el eje Z. donde se eligié una para cada estadio la
cual fue procesada via deconvolucién en 2D. (A-B) se observan para HH30 y HH31 la
proximidad y conformacidén de las condensaciones del fibulare e intermedium.
Abreviaciones: Asc(int) = intermedium/proceso ascendente. Barra (A-B) = 100upm.
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En la Figura 30, para colageno IX, se procesaron cuatro
estadios parecidos a los mostrados anteriormente (Figura 28),
obteniéndose imdgenes deconvolucicnadas (es decir, se quitd el
ruido de la fluorescencia circundante a la muestra),
confirmdndose el mismo patrdén de maduracidn descrito entre
HH29-HH30 / HH36-HH37, es decir gue primero aparecen tres
focos de cartilago (fibulare / intermedium / tibiale) 1los
cuales se fusionan formando un solo cartilago en el tarso
proximal y que el intermedium da origen al T“proceso

ascendente” .

Fibula

Tibia ™

"
e
tibiale

HH33

Tibla

—Asclinb)

fibulare

Figura 30. Inmunofluorescencia Whole-Mount para Coldgenc IX bajo micoscropia confocal
spin-disc, serie ontogenética temprana Coturnix japonica. Tocdas las imagenes agqui
mostradas son parte de stacks de fotografias en el eje Z. donde se eligid una para
cada estadio la cual fue procesada via deconveolucién en 2D. (A) HH29-30 muestra las
tres condensaciones del tarso proximal en formacién, siendo mas madura la del
fibulare y recien conformidndose la del intermedium y tibiale. (B) HH31, ya se
observan las tres condensaciones maduras separadas. {(C) HH33 se empiezan a fusionar
las tres condensaciones proximales y el intermedium adguiere la forma del proceso
ascendente. (D) Fusién tripartita del tarso proximal, en donde destaca la forma de
capuchén articular ahuecado de estra estructura gque articula con 1la tibia.
Abreviaciones: Asc(int) = intermedium/procesc ascendente; dt=distales tarsales. Barra
(A-D) = 100pm.
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Figura 31. Reconstrucciones 3D y diagramas de isocuperficies para los estadios
mostrados en la Fig. 31, Serie ontogenética de C. japonica. (A-D) se muestra
claramente la formacién del tarso proximal a partir de la maduracién de tres
condensaciones de cartilage. En (A), se agrega la zona medial completa del tarso
proximal. En (C) solo se muestra la regibén lateral del tarso. Barra (A-D) = 100 um.

Finalmente se representaron tridimensionalmente los stacks de
fotos obtenidos (Figura 31), complementandolo con un diagrama
de isosuperficies (proporcionadoc por el programa Cell Sens ©).
Sefialando cualitativamente en las zonas de intensidad de

fluorescencia los 3 focos de maduracidén de cartilago.
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4. Series Ontogenéticas del tarso proximal aviano:

II. Secuencias de Osificacion.

Finalmente, se lograron tinciones con Rojo de Alizarina para
describir la osificacién del tarso proximal en Nothoprocta
perdicaria (Figura 32), Gallus gallus {Figuras 33), Coturnix
japdnica (Figura 34) y Vanellus chilensis (Figura 35). Estos
resultados complementan al amplio registro del estudio de
McGowan (1985). En Gallus (Figura 32) se presentan 3 estadios,
en HH42 (BEi16) se observa lo mismo que en Nothoprocta,
comenzando a osificarse el compuesto tarso proximal por la
punta del procesc ascendente, posteriormente en estadio post-
hatchling (post-eclosidén, ¢ P0) se sigue extendiendo hacia
distal la osificacién del proceso ascendente, apareciendo en
paralelo las osificaciones medial y lateral. En P14 (6 14 dias
post-eclosidn) tenemos la misma situacidn que en PO con un
crecimiento de las tres osificaciones dentro del cartilago
compuesto del tarso proximal. Para Nothoprocta (Figura 33) se
muestra que en dia 14 de incubacién (Ei4, equivalente a HH40)
el cartilago compuesto del tarsc proximal comienza a
osificarse en la punta de 1lo gque fue la condensacién
intermedia {ahora “proceso ascendente”), posteriormente en dia
22/pre-hatchling (justo antes de la eclosidn) esta osificacidn
se ha extendido hacia distal colonizando la base del cartilago
compuesto, en donde paralelamente aparece un ceantro de
osificacién lateral y otrc medial. Se observa que la
osificacién del proceso ascendente estd mas préxima al centro

de osificacidéon lateral.
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HH42 / E16

Medial

ﬁﬁ?:

14-day-Post-hatchling (P14)

Post-hatchling (P0)

Figura 32. Tincién Whole Mount Rojo de Alizarina para caracterizar el inicic de la
osificacién en el tarso proximal en Gallus gallus. (A) HH42 o embridn de 16 dias de
incubacién en donde se observa el comienzo de la osificacidén del tarso en la punta
del “procesc ascendente”. (B) Posthatching PQ0 en donde se muestran las tres
osificaciones proximales tarsales, apareciendo la lateral y la medial. (C) Juvenil de
14 dias posteclosién (P14) en donde se muestran las tres osificaciones extendiéndose
por una matriz comin de cartilage. Abreviaciones: Med OC=centro de osificacidn
medial, Asc OC=centro de osificacidén del proceso ascendente, Cal OC=centro de
osificacién lateral o del calcédneo. Barras (A)= 500 um, (B) = 1 mm, Zoom = 500 upm;
(C) = 1 mm, Zoom = 1 mm.

En Coturnix (Figura 34) se presenta la misma situacidén que
Gallus, donde en E14 (HH42) empieza la osificacidén en el
proceso ascendente y ya en PO (post-eclosidén) encontramos las
osificaciones medial y lateral bien extendidas en conjunto con
la del proceso ascendente. Destacar también que se observa una
cuarta osificacién que corresponde a la posicién anatémica de
los tarsales distales. En Vanellus (Figura 35) se obtuvo el
tarso proximal de un juvenil el cual, si bien es
ontogenéticamente mas avanzado gque los presentados en las
figuras anteriores, da cuenta de gue alin se conservan las tres
osificaciones del tarso proximal como lo mostrado en las
Figuras 32-34. Incluyendo ademi&s una cuarta osificacidén de los

distales tarsales como en el PO de Coturnix.
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Figura 33. Tincidén Whole Mount Rojo de Alizarina para caracterizar el inicic de la
osificacién en el tarso proximal en Nothoprocta perdicaria. (A} HH40 o embridn de 14
dias de incubacién en donde se cbserva el comienzo de la osificacién del tarso en la
punta del “"procesc ascendente”. (B) Embridén de 22 dias de incubacién o Prehatching en
donde se muestran las tres osificaciones proximales tarsales, apareciendo la lateral
vy en menor medida la medial. Notar la extencién de la osificacidén del proceso
ascendente la cual abarca casi un tercio del tarso proximal, acenrcdndose a contactar
la osificacién lateral o del calcéneo. Abreviaciones: Med OC=centro de osificacién
medial, Asc OC=centro de osificacidén del proceso ascendente, Cal OC=centro de
osificacién lateral o del calcédneo. Barra (A)= 500 pm, (B) = 1 mm.

Por lo tanto, como lo describid McGowan (1985), en todos los
estadios més tardios descritos en esta seccidn encontramos,
tres centros de osificacidén en el tarso proximal. El primero
aparece en la porcién mas proximal del proceso ascendente,
posteriormente (de uno a varios dias, dependiendo de 1la
especie) y de manera casi simultdnea aparecen los centros de

osificacidén en posicidén medial y lateral.
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Figura 34. Tincién Whole Mount Alizarina para caracterizar el inicio de la
osificacién en el tarso proximal en Coturnix japonica. (A) HH40 o embrién de 14 dias
de incubacién en donde se observa el comienzo de la osificacién del tarsoc en la punta
del "proceso ascendente. (B) Posthatching en donde se muestran las tres osificaciones
proximales tarsales, apareciendo la lateral y medial; mas una ftUnica osificacidn
distal. Abreviaciones: Med OC=centro de osificacidén medial, Asc OC=centro de
osificacién del proceso ascendente, Cal OC=centro de osificacién lateral o del
calcédneo, dtOC= centro osificacién tarsal distal. Barra (A)= 500 um, (B) = 1 mm.

Figura 35. Tincién Whole Mount Rojo de Alizarina para caracterizar la osificacidn en
el tarso proximal en Vanellus chilensis. Se muestra la evidencia de los tres centros
de osificacién proximales, mds un Gnico centro distal en la posicién de los elementos
tarsales distales. Abreviaciones: Med OC=centro de osificacién medial, Asc OC=centro
de osificacidén del proceso ascendente, Cal OC=centro de osificacién lateral o del
calcaneo, dt0OC= centro osificacién tarsal distal, mt=metatarso. Barra = 1 cm.
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El centro de osificacidén en la posicidén del proceso ascendente
fue el gue describidé Morse para inferir que se trataba de un
fntermedium (como hueso) por su posicidén anatdmica. Ademas
podemos sugerir que la “identidad” del astragalo como hueso
compuesto proveniente de sélo un centro de osificacidn, se ha
perdido en aves, existiendo una aparente reversidén a presentar
dos centros de osificacidén, los cuales surgen en las
posiciones anatémicas de los cartilagos tibiale e intermedium

respectivamente.




DISCUSION

1. Similitudes de ontogenias tarsales_en Aves.

Al seguir comparativamente todas las ontogenias tarsales,
podemos sedalar lo siguiente: (a) que entre los estadios HH295-31
estas aparecen independientemente o© “de novo”. (b} que la
condensacidén intermedia corresponde al proceso ascendente
aviano, creciendo y extendiéndose préximo-dorsalmente por la
parte méds distal de la tibia, la cual en paralelo se va
fusionando tardiamente (estadio HH36-37} con las otras dos
condensaciones proximales, produciéndose una fusidn tripartita

generando un unico elemento cartilaginoso en el tarso proximal.

Asi, aplicando el criteric de 1las posiciones relativas de
Peabody (1951) respecto a la proximidad y articulacién de los
elementos tarsales con los zeugopodiales, podemos referirnos a
las condensaciones cartilaginosas del tarso proximal de la
siguiente manera: fibulare a la préximo~lateral (distal a la
fibula, que es la primera en aparecer en la ontogenia,
constituyendo el eje primario (Buxrke & Feduccia, 1997)1});
intermedium a la intermedia y ¢tibiale a la proximo-medial

(Figura 36).
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Figura 36. Resumen comparative entre las ontogenias tarsales tempranas de especies de
Aves utilizadas en este estudio. En las siete ontogenias descritas en esta tesis,
ocurre el mismo patrén de desarrollo, constituyéndose el tarso proximal a partir de
la fusién de tres condensaciones proximales, que aparecen de lateral a medial:
fibulare (naranjo), intermedium (azul) y tibiale (amarillo). Siendo el intermedium
quien conforma el llamado proceso ascendente. Se utiliza la ontogenia del tarso de
Alligator mississippiensis como outgroup en esta comparacién, teniendo el mismo
patrén del desarrollo en cuando a la aparicién de las condensaciones proximales en
posiciones anatémicas parecidas, generdndose eso si, una condensacién medial
compuesta (tibiale/intermedium) separada de una lateral (fibulare).

Tanto el tibiale como el fibulare habian sido descritos en
estudios embrioldgicos en aves (Hinhcliffe, 1977; Burke &
Feduccia, 1997; Lansdown, 1970) con la novedad que en este
trabajo muestra claramente la existencia de un Iintermedium
embrionario. Por lo tanto la hipdtesis de Morse (1880) estaria

correcta, es decir gue el proceso ascendente del tarso aviano

corresponde a un intermedium modificado.
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Respecto a la aparicién del astrdgalo durante la ontogenia
tarsal de Aves, su identificacién plantea un desafio. Los
datos entregados apuntan a gque este hueso ha perdido su
identidad “ABmniocta”, es decir, en Aves no se estda originando a
partir de una Ttunica osificacidén endocondral dentro de un
cartilage medial compuesto de tibialetintermedium, separado
del fibulare/calcaneo. Sino mis bien, tibiale intermedium y
fibulare permanecen separados hasta estadios tardios, para
luego unirse en un s6lo cartilage proximal compuesto, en el
cual aparecen tres osificaciones en las posiciones relativas a
estos tres cartilagos, desvidndose (de Beer, 1940) de la
tendencia evolutiva general de tener solo 2 osificaciones
proximales dentro de Reptilia y Amniotos. Existe al menos una
reversién parcial (Collin & Miglietta, 2008) que recuerda las
tres osificaciones separadas del tarso proximal que
constituyen el tibiale, intermedium y fibulare como huescs en

Tetrapodos No-Amniotos como Urcdelos.

Interesantemente, McGowan (1985) describe que dentro de la

mayoria de aves Paleognatas {(familias Strutionidae,
Apterygidae, Dromaiidae, excepto  Tinamidae) existe la
tendencia de que la osificacidén del “proceso

ascendente”/intermedium crece hacia distal y se fusiona con la
osifiacién medial/tibiale. En cambio, en aveg Neognatas, se
fusiona primeroc con la osificacidn lateral

{(calcaneo/fibulare). Este autor lo describe COomo una

heterotopia del desarrollo, es decir existe un cambio en el
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lugar donde ocurre la fusidén de las osificaciones, en donde
para todos los grupos es el mismo resultado, la osifiacién
completa del tarso proximal, descrita histéricamente como
astragalocalcineo, que posteriormente pasa a conformar el
tibiotarso cuandeo se fusiona con la tibia.

Es importante sefialar que aparentemente el ©proceso de
osificacién del tarsc es filogenéticamente plastico debido a
gue aves Paleognatas, representantes de la familia Tinamidae,
presentan el proceso de osificacidén del tarso en la misma
posicién gue en Neognatas. Confirmande que en todos los casos
{(vistos por este autor y en este estudio) se conservan las
mismas tres osificaciones y que solo ocurren cambios

secundarios en el modo como se fusionan.

Asgi podemos mostrar graficamente la ontogenia completa del
tarso aviano en las Figuras 37-38 incluyendo tanto la
formacién de cartilago (Figura 37), como la aparicién de las
osificaciones (Figura 38). Serfialando claramente la
modificacidén que presenta la formacidén del astrigalo como
hueso, el cual pierde parcialmente “su identidad tipo-
amnioto”., Adicionalmente, para complementar estos resultados,
resumimos en la Figura 3% los principales estudios

embrioldgicos del tarso en aves y come confirmamos la

hipdétesis de Morse en nuestro trabajo.
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Figura 37. Resumen general extendide de las ontogenas tarsales tempranas en Aves,
incluyendo a la revisién de McGowan (1985) en Paleognatas. Se muestran
mayoritariamente las etapas de condrogénesis, incluyendo en paleognatas parte de la
osificacién del tarso. En esta comparacidén se propone que paleognatas presentan los
mismos tipos de condensacicnes de cartilago que forman al tarso proximal, es decir,
una medial/tibiale, una intermedia/intermedium que da origen al procesc ascendente y
una lateral/fibulare. Nuevamente utilizamos como outgroup para esta comparacién, la
ontogenia del tarso en Alligator.
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Figura 38. Resumen de las ontogenias completas del tarso aviano, incluyendo las
etapas de condrogénesis y osteogénesis. Se complementa a lo obtenide en este trabajo
con lo revisado por McGowan (1985) para palecgnatas. Se describe la formacién del
tarso proximal, desde HH27 hasta juvenil/adulto. A partir del fibulare, intermedium y
tibiale se forma la fusidn tripartita que posteriormente presenta tres centros de
osificacidn en las mismas posiciones anatdmicas de estos cartilagos. Se grafica que
el intermedium da origen al proceso ascendente. Los signos de interrogacién indican
que no existe informacién hasta el momento para esos estadios tempranos del
desarrollo (HH27-29) en las familias de paleognatas sefialadas. Notar gue el
desarrollo del tarso en tinamidae se describe completamente por primera vez y es muy
parecido a lo que ocurre en todas las neognatas estudiadas.

2. Comparacidén con representantes fésiles de Theropoda.

Gegenbaur (1878) y posteriormente Schaeffer (1941) sefialan que
en reptiles, el astrdgalo surge de la fusidén cartilaginosa del
tibiale con el intermedium, presentando solo una osificacién.
La evidencia £6sil para Archosauria, grupo gue da origen a las
aves, (Figura 2) sefiala que aparecen dos centros de
osificacién en el tarso proximal, uno medial que origina al

astrigalo y uno lateral que corresponde al calcaneo (fibulare)
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No encontradndose aparentemente una tercera osificacidén como en

el tarso proximal aviano.

Morse (1872): Anatomia Comparada (osificacion)
FL , T = Tibia
F T Fi T T F = Fibula
[ ] Tibiale
) A B Intermedium
c Fibulare
o @) =
Urodelos Aves Fi ideal c = centrale
Salamandra maculosa Spizella passerina 9‘:'30:“
Hinchcliffe (1977): Embriclogia Aves
T = Tibia
E T F T F T F =Fibula
[] Tibiale
D O E Fibulare
R_FT!E'BI'\O @ 0 tardio
Condrogénesis
McGowan (1985): Embriologia Aves
T = Tibia
F T F F = Fibula '
F T
L D Astragalo

[ Centro de osificacién

0@ 0

Condrogénesis Osteogénesis

El presente estudio (2014):  Revisién Embriologia Aves
T = Tibia

. F = Fibula :
¥ L T F T | Tibiale |
) B intermedium

.D E}Q) ‘ J B Fibulare ‘
~

B Centro de osificacién

3
-

{emprano - Lo
Condrogénesis Osteogénesis

Figura 39. Resumen de los estudios embriolégicos del tarso en aves mids los resultados
de esta tesis. Confirmamos la hipétesis de Morse (1872) encontrando un intermedium
que posteriormente constituye el procesc ascendente. Ademds confirmamos que existen 3
cartilagos en el tarso proximal, correspondiendo al tibiale, intermedium y fibulare,
distinto a lo descrito por Hinchcliffe y McGowan. También confirmamos los tres
centros de osificacién del tarso como lo sefialado por McGowan, pero ahora bajo un
nuevo marco empirico.
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En Dinosaurios Terdpodos encontramos que aun el tarso proximal
ain no se fusiona a la tibia en los adultos (no se forma un
tibiotarso}, v en varios taxa (Revisados por Welles & Long
{(1974) en detalle} existen sdlo dos osificaciones, manteniendo
la condicidén original para Archosauria, con el astragalo en la
parte medial v el calcaneo en la parte lateral. El1 astragalo
presenta su caracteristico proceso ascendente, el cual se ha
descrito histéricamente en los estudios palecntolégicos como
un crecimiento en direccidn proximo-dorsal del astragalo por
sobre la tibia (Carrol, 1988; Romer, 1957; Welles & Long
1974). Welles (1983) en Dilophosaurus describe en la base del
proceso ascendente una sutura adicicnal, la cual se extiende
por todo el cuerpo del astridgalo hasta la sutura de este con
el calcdneo. BSugiriendo la presencia de dos centros dé
osificacidén en el astridgalo de Dilophosaurus. Si comparamos
esta evidencia £fésil con los datos que nos entrega la
osificacidén del tarsc en aves, podemos sugerir que el centro
de osificacidén observado en el proceso ascendente en
Dilophosaurus es el mismo al visto en embriones tardios de

aves, en la misma posicidn anatdmica (Figura 40).
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Dilophosaurus wetherilli

Figura 40. Comparacién de la
osificacidn del tarso en
Coturnix japdénica con
Dilophosaurus. (A) En
Dilophosaurus wetherilli se
destacan las lineas de sutura
—_— . . Jcm descritas por Welles (1983) en

donde se ha ilustradeo de

B Cotiitibifapoiilca ikt acuerclio a las posiciones
relativas de las supuestas tres

csificaciocnes, tomando como

ejemple (B) en donde se vuelve

T a mostrar la osificacién del
tarso en un embridén post-
hatching de Coturnix. Notar 1la
similitud en las posicicnes
relativas de las osificaciones

P ; D del tarso. Barra (B) = 1 mm.
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3. Comparacién con ontogenia temprana de Alligator, indicios

de la conformacién del tarso en Archosauria. Comparacidén de

ontogenia temprana del tarso entre Amniotos y Anfibios

actuales.

Schaeffer (1941) en su extenso trabajo sefiala lo siguiente:

“The degree of resemblance between the embryonic tarsi of amphibians
and reptiles and mammals is great enough to permit identification of
homologous elements. While these anlagen remaln separate 1in the
adult amphibian, there 1is, of course, considerable fusion (and
elimination) before the adult reptilian (and mammalian) stage 1is
reached” (pag. 425).

"The position here taken 1is that the astragalus of reptiles and
mammals is really a compound bone phylogenetically, composed of the
intermedium, a proximal centrale, and possibly the tibiale. This is
based mainly on embryological evidence and on the lack of any really
contradictory paleontological evidence. The constant position of the
foramen for the perforating artery between the fibulare and the
intermedium in the amphibians, and between the calcaneum and the
astragalus in the reptiles, does represent paleontological evidence
that the fibulare and- the intermedium are present as the calcaneum
and part of the astragalus, respectively. It 1is not evidence,
however, in the case of the astragalus, that only the intermedium is
present” (pag 428).
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Por lo tanto, con la evidencia mostrada hasta el momento y
discutida, podemos realizar una comparacidn general entre las
ontogenias tarsales de aves vy los demds representantes
amniotos.

Si tenemos en cuenta la imagen general de la £formacién del
tarso proximal aviano y hacemos el ejercicioc de compararlc con
la secuencia ontogenética del tarso de cocodrilo Alligator
mississippiensis hecha por Miller y Alberch {(1990), notamos
el mismo patron de la aparicidén de las condensaciones
proximales, es decir, primero aparece el fibulare, después el
intermedium vy posteriormente el cartilage préximo-medial o
tibiale. La idéntica posicidén anatdmica vy secuencia de
aparicidn de las condensaciones entre Alligator y Aves indica
que el intermedium atin se conserva en Aves, contraric a lo
descrito por Hinchliffe (1977).

81 seguimos realizando el mismo ejercicio sugerido en el
parrafo anterior, y comparamos la ontogenia del tarso proximal
de Crocodylia con representantes de Sguamata como los del
género Liclaemus (Fabrezzi et al, 2007) encontramos el mismo
patrén temprano en la ontogenia: primeroc aparece la
condensacién del fibulare, 1luego la del intermedium vy
posteriomente la medial o tibiale. Al igual que Alligator, se
fusionan la medial con la intermedia para conformar un Unico
cartilago el cual presenta un centro de osificacidén que da
origen al astradgaloc. La condensacion lateral se mantiene
independiente presentando un centro de osificacidén a partir

del cual se genera el calcaneo.
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Otro representante de Squamata, el Gekko Gonatodes
albogularis, presenta el mismo patrén que Liolaemus, agregando
eso si, una condensacién central que se une a la intermedia y
medial para formar el cartilago compuestc medial de donde
surgira el astridgalo (Leal et al, 2010). Esto es muy parecido
a lo que ocurre en embriones ‘temprancs de Sphenodon
{Rhinchocephalia; Howes & Swinnerton, 1201) y en especies de
tortugas {Testudines) donde Burke y Alberch (1985) describen
que el cartilago que origina al astriagale lo constituyen tres
condensaciones, una medial (o tibiale/centrale 1 segin 1los
autores), una intermedia (intermedium) y una central {centrale
4 seguin los autores). Interesantemente, en tortugas se
conserva el mismo patrdon de aparicidn de las condensaclones
tarsales que hemos revisado hasta el momento en los otros
reptiles.

En mamiferos no es tan nutrida 1la literatura sobre el
desarrollo tarsal. Dejando de lade las imprecisiones y
correcciones posteriores, el trabajo de Holmgren (1933), ha
sido hasta el momento el mas completo en cuanto a registrar la
ontogenia tarsal de un mamiferc, Este autor describe para Mus
musculus al menos tres condensaciones proximales, descritas en
orden de aparicidén, como fibulare, intermedium, y centrale.
Pero que siguen la secuencia ontogenética de aparicién de
estas condensaciones segin el patrén descrito para otros
amniotos (incluido Aves), esto es: c. lateral, c. intermedia y
c. medial. La condensacidén lateral presenta un centro de

osificacién generando el calcaneo; la intermedia cen la medial
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{y aparentemente una tercera condensacién mas centralizada)
constituyen un cartilago compuesto que presenta una
osificacién que da origen al Astragalo (o Talus para
mamiferos), pareciéndose a lo visto en tortugas, Sphenodon y
geckko. Por lo tanto al menos podemos realizar una comparacidn
general dentro del marco tedrico propuesto en esta discusidn.
Finalmente, si tomamos como out-group en nuestra comparacién
anfibios actuales, y observamos la ontogenia tarsal en
representantes de urodelos adultos (por ejemplc del género
Salamandra) encontramos que estos aun conservan los tres
huesos proximales separados, estos son el tibiale ({posicién
medial), intermedium {posicidn intermedia) y fibulare
(posicion lateral), agregando un hueso central antes de la
serie tarsal distal. En la ontcogenia de tales huesos en
Salamandra (Shubin y Alberch, 1986), la primera condensacién
en aparecer es la lateral (6 fibulare}, luego la intermedia (o
intermedium) y posteriormente la medial (o tibiale). Estas
condensaciones no se fusicnan nunca y presentan sus propios
centros de osificiacidén. Esto también ocurre con el hueso
centrale y la serie tarsal distal. Este ejercicio comparativo
en donde evidenciameos lo gue se conserva v lo que cambia
durante la ontogenia tarsal de amniotos y tetrapodos se
describe graficamente en la Figura 41, resumiendo lo discutido
en estos parrafos.

Morse en sus monografias sobre el tarso en aves (Morse, 1874,
1880) realiza la comparacién entre los centros de osificacidn

del tarso de un Urodelo (Salamandra maculosa) y de un avestruz
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juvenil (Figura 39), coincidiendo en sus posiciones relativas
los elementos proximales (tikiale, intermedium {(proceso
ascendente) y fibulare). Si bien se equivocdé en designar el
centro de osificacién de los distales tarsales del avestruz
como el centrale de la salamandra, no deja de sorprender la
comparacién realizada, en dende por lo menos en aves alun se
siguen conservando los tres elementos proximales. Hecho gque
por lo menos, a modo de osificaciones y de manera parcial
aparecen en la osificacidén del tarso de aves.

Finalmente queda claro gque lo gue ocurre en aves s una
particularidad de su linaje, es decir, esta aparente “pérdida
de identidad del Astragalo” es una modificacidén de 1la
ontogenia de este 1linaje, en donde claramente su ancestro
arcosauriano presentaba en su ontogenia tarsal un cartilago
compuesto en la posicién prdéximo-medial del cual aparecia sclo
una osificacidn generando finalmente el Astragalo.
Interesantemente, se observa un paralelismo en la ontogenia
tardia del tarso proximal en Sphenocodon, Testudines, Squamata y
Aves en donde encontramos una fusidén completa de las
osificaciones proximales, generando un solo hueso compuesto

llamado proximal-tarsale o astridgalocalcéneo.
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4. Comentario Final: Comparacidén con representantes fosiles de

anfibios no-amniotos, stem—amniotos y amniotos basales.

Los trabajos de O"'Keefe et al. {(2006) y Meyer & Anderson
{2013} dan cuenta de otra problemdtica dentro de la
paleontologia que es el mimero de osificaciones que
conformaron el primer astrdgale en el 1linaje conducente a
amniotos., Una de las sinapomorfias de amniota es que presentan
un gran hueso en la posicién préximo-medial que se origina de
una sola osificacidén y qgue se le denomina astriagalo (Rieppel,
1993). Sin embargo, a partir de lo descrito por Peabody (1951}
en el amniotc basal Captorhinus, este hueso aun presentaba
evidencia de tres centros de osificacién gue tardiamente se
fusionaron en el desarrollo conformande el astragalo. Estos
centros correspondian a las posiciones relativas del tibiale
(elemento medial), intermedium (elemento intermedio) v
centrale 4 (elemento de la serie c¢entral}) encontradeos por
ejemplo en el temnospdndilo Acheloma. Lo que sugeriria que la
ontogenia del astrédgalo en Captorhinus seria de la siguiente
manera: aparecerian en el desarrcllo primero el fibulare,
luego el intermedium y posteriormente el tibiale, junto con la
serie central y distal, posteriormente cada elemento
cartilaginoso maduraria separadamente, no fusionandose nunca
como cartilagos y cada une presentaria su propio centro de
csificacién. Solo después de comenzada la osteogénesis en cada
elemento tarsal habria ocurrido ila fusidn del
tibiale/intermedium/centrale 4 para constituir el astragalo,

guedando el fibulare (calcaneo) separado en la parte lateral.
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Peabody {1951} realizd cortes histoldgicos en el astragalo de
Captorhinus indicando las lineas de sutura entre los tres
centros de osificacidn Jjustamente posicionados en los mismos
lugares que los elementos éseos separados de Acheloma.

Si observamos el Ttramo intermedioc” entre Acheloma y
Captorhinus encontraremos representantes del 1linaje que
conduce a amniota, o© stem-amniota. Proterogyrinus y el
antracosaurio Gephyrostegus presentan sole una fusidén entre
dos osificaciones proximales que corresponderian al tibiale e
intermedium, quedando el centrale 4 separade. Esto también lo
observamos en el microsaurio Tuditanus y en los diadectomorfos
Limnoscelis y Orobates. Ya dentro de amniotos captorinidos,
Moradisaurus, a diferencia de Captorhinus, presenta 4 centros
de osificacidén, incluyendo aparentemente un centrale 3 en el
complejo del astragalo, lo que da cuenta gque la fusidén tardia
de estos elementos podria tener variacidén en el numerc de
osificaciones gque conforman este hueso compuesto. En la base
de EBureptilia encontramos a Hylonomus, el cual presenta los
mismos 3 centros de osificiacidén de Captorhinus en el
astragalo. Bn didpsidos basales comoc Petrolacosaurus vya
encontramos al astragalo Como una sola osificacién.
Curiosamente en sindpsidos basales (Mayer y Anderson, 2013}
como Ophiacodon vy el parareptil Mesosaurus encontramos
también, una sola osificacién en el astragalo.

Por lo gue Mayer y Anderson {2013) seflalan que por lo menos
han ocurrido tres eventos independientes hacia la transicién a

una sola osificacion del astragalo, en eureptilia,
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parareptilia y synapsida. Lo discutido en esta seccidn se

describe gradficamente en la Figura 42.
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fourth centrale typical Astragalus typical
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Figura 42. Esguema modificado de Mayer & Anderson (2013). En donde se muestra la
configuracién del tarso proximal en 1la transicién tetrapodc-stem amnioto-amnioto,
dando cuenta del origen compuesto del astrdgalc y de 3 eventos (al menos) en la
filogenia que muestran una transicidén hacia una UGnica osificacién para este hueso.




CONCILUSIONES

Esta tesis corresponde al ftUnico estudio moderno concluyente
sobre la ontogenia temprana del tarso en embriones de ‘Aves previo

a los 8 dias de incubacidn (antes de HH34}.

Los resultados muestran gque &n esta temprana ventana temporal
de la ontcogenia aparecen tres condensaciones  proximales
independientes en el tarso: fibulare, intermedium y tibiale.
Descartando que la existencia de sd6lo dos cartilagos proximales

como estaba descrito en los trabajos mas recientes.

Por otra parte, damos cuenta de una aparente pérdida de 1la
identidad “tipo amnioto” de la formacién del Astragalo en Aves y
la readguisicién parcial de tres osificaciones  tarsales

proximales como en Tetrapodos basales,

En conclusién, de acuerdo a mis vresultados, la evidencia
embriolégica y paleontoldgica demuestra que es un poco mas
compleja la historia ontogenética en Aves. El procesoc ascendente
como tal no es un proceso, es decir, no es un crecimiento de un
elemento previo. Este aparece como una condensacidn independiente
(intermediuvm) en la etapa de condrogénesis, coexistiendo vy
fusionédndese con un tibiale y un fibulare cartilaginosos,
presentando posteriormente, 3 centros de osificacidn en sus

pesiciones relativas.

74




75

BIBLIOGRAFIA
® Baumel, J. J. 1979. Nomina Anatomica Avium: An
AnnotatedAnatomical Dictionary of Birds. Academic Press:
London.

Burke, &A. €. & Alberch, P. 1985. The development and
homologies of the chelonian carpus and tarsus. Journal of
Morphology. 186: 119-131.

Burke, A. C. & Feduccia, A. 1997. Developmental Patterns and
the Identification of Homologies in the Avian Hand. Science.
278: 666-668.

Carroll R, 1. 1988. Vertebrate Paleontology and Evolution. New
York: WH Freeman.

Carroll, R. L., and R, Holmes. 2007, Evolution of the
appendicular skeleton of amphibians; pp. 185-224 in B. K. Hall
{ed.}, Fins into Limbs. University of Chicago Press, Chicago
and London.

Collin, R. & Miglietta, P. 2008. Reversing opinions on Dollo’s
Law. Trends in Ecoleogy and Eveolution. 23:602-609.

de Beer, G. 1940. Embryos and Ancestors. Clarendon Press,
Oxford.

Fabrezi, M., B&bdala, V., Martinez OQliver, M. I. 2007.
Developmental basis of 1limb homology in lizards. Anatomical
Record. 2%0: 900-812.

Gegenbaur, C. 1878. Elements of Comparative Anatomy. McMillian
and Co. London.

Hama H, Kurokawa H, Kawano H, Ando R, Shimogori T, Noda H,
Fukami K, Sakaue-Sawanc A, Miyawaki A. 201i. Scale: a chemical
approach for fluorescence imaging and reconstruction of
transparent mouse brain., Nature Neurosciences, 14: 1481-1488.

Hinchliffe J. R. 1977. The chondrogenetic pattern in chick
limb morphogenesis: a problem of development and evolution. In

D.-A. Ede, J.-R. Hinchliffe and M. Balls (eds.) "Vertebrate
limb» and somite morphogenesis”. Cambridge University Press:
293-309.

Holmgren, N. 1933. On the Origin of the Tetrapod Limb. Acta
Zoologica. 10: 185-295,

Howes, G.B. & Swinnerton, H.H. 1901. On the development of the
skeleton of the Tuatara, Sphenodon punctuates; with remarks on
the egg, on the hatching, and on the hatched young.
Transactions of the Zoological Society of London. 15: 1-86.

Lansdown, A.B.G. 1970. & situndy of the normal development of
the leg skeleton in the quail ({Coturnix Coturnix Faponica).
Journal of Anatomy. 106: 147-160.




e —— —t

76

Leal F., Tarazona 0, A,, Ramirez-Pinilla M. P. 2010. Limb
Development in the Gekkonid Lizard Gonatodes albogularis: A
Reconsideration of Homology in the Lizard Carpus and Tarsus.
Journal of Morpholegy. 271:1328-1341.

McGowan C. 1984. Evolutionary relationships of ratites and
carinates: EBvidence from ontogeny of the tarsus. Nature 307:
733-735.

McGowan C. 1985. Tarsal development in birds: Evidence for
homology with the theropod condition. Journal of Zoology
(London) (A). 206: 53-67.

Meyer T. E. & 2&nderson J. S. 2013. Tarsal fusion and the
formation of the astragalus in Hylonomus lyelli, the earliest
amniote, and other early tetrapods. Journal of Vertebrate
Paleontology 33:488-492.

Morse E. 5., 1872. On the Tarsus and Carpus of Birds. Annals
of the Lyceum of Natural History of New-York. 10:141-158.

Morse E. S., 1880. On the identity of the ascending process of
the astragalus in birds with the intermedium. Anniversary
Memoirs of the Boston Society of Natural History. 1-11.

Mililer G. B, Alberch P. 19946, Ontogeny of the Limb
skeleton in Alligator mississippiensis: developmental
invariance and change in the evolution of archosaur
1limbs. Journal of Morphology. 203:151-164.

O'Keefe, F. R., C. A. Sider, C. A., H. C. E.
Larsson, A. Maga, 0. Ide. 2006. BEvolution and homology
cf the astragalus in early amniotes: new fossils, new
perspectives. Journal of Morphology. 267:415-425,

Peabody F. E., 1851. The origin of the astragalus of reptiles.
Evoluticon 5:339-344.

Schaeffer, B. 1941. The Morphological and Punctional Evolution
of the Tarsus in Amphibians and Reptiles. Bulletin of the
American History Museum. 78: 396-472.

Shubin, N.H. & Alberch, P. 1986. A morphogenetic approach to
the origin and basic organization of the tetrapcd limb.
Evolutionary Biology. 20:319-387.

Rieppel 0O. 1993. Studies on skeleton formation in reptiles.
IV. The homology of the reptilian (Amniote) astragalus
revisited, Journal of Vertebrate Paleontology. 13:31-47.

Romer, A. 8. 1976. Osteology of Reptiles. Chicago Academy
Press.

Welles S. P. & Long R. A, 1974. The Tarsus of Theropod
Dinosaurs. Annals of the South African Museum 64:191-218.

Welles S. P. 1983. Two centers of ossification in a theropod
astragalus. Journal of Vertebrate Paleontology. 57: 401,




