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RESUMEN

La raya costera Sympterygia lima es una especie endémica de las costas del
Pacifico sur oriental. La mayoria de la informacion disponible para esta especie es obtenida
mediante la actividad pesquera. Sin embargo, gran parte su historia de vida es desconocida.
Existen variados estudios del desarrollo embrionario en elasmobranquios, tanto en especies
viviparas como oviparas, los cuales generan conocimiento importante tanto en el aspecto
bioldgico como filogenético de estas especies. El desarrollo embrionario tardio de la raya
costera, Sympterygia lima se describié basidndose en una serie de nueve estadios
embrionarios. Estos fueron considerados desde la morfogénesis externa del cuerpo hasta su
eclosion de la capsula, tomandose en consideracion caracteristicas morfoldgicas externas y
caracteres especificos del desarrollo del endoesqueleto cartilaginoso. Las cépsulas con
embriones fueron obtenidas en la region de Valparaiso, Chile, en las caletas Montemar e
Higuerillas, por medio de buceo y por redes de enmalle de la pesqueria local. Mediante
observacion directa de los embriones y a través de la diafanizacion con tincién azul de
Alcian, se lograron obtener caracteristicas de interés para esta investigacion. Durante el
desarrollo del embrién se observé un crecimiento progresivo en la longitud total del cuerpo,
en el desarrollo del disco y en las aletas pectorales. Se observo la transicién entre un
embrion con morfologia similar a la de un tiburon a uno con la forma caracteristica de
batoideos. Por otra parte, se distinguieron los cartilagos que forman los arcos mandibulares,
hioideos y branquiales, asi como los que componen los cinturones pectorales y pélvicos y
sus respectivos cartilagos basales y radiales. A medida que estos se desarrollaban se

observo como los cartilagos comienzan a adquirir mayor grado de condrificacion. Se

Xi



determind la etapa en que los individuos se diferencian sexualmente, en que el cuerpo esta
completamente pigmentado y cuando sus branquias estan formadas en su totalidad. El
desarrollo de los embriones y las diferentes estructuras y caracteres considerados, marcan
un sistema coordinado de cambios y durante este trabajo se concluy6 que no es un solo
caracter el que evidencia un cambio de estado sino varios procesos que en conjunto sefialan

el término de una etapa y el comienzo de la siguiente.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

La Clase Chondrichthyes o peces cartilaginosos son un grupo altamente exitoso en
términos de su permanencia en los océanos, mas de 400 millones de afios (Compagno
1999a). Dentro de esta clase se encuentran dos subclases: Holocephalii (quimeras) y
Elasmobranchii (rayas y tiburones), cuyos representantes son longevos, poseen una tardia
madurez sexual y baja fecundidad (Musick 1999, Bustamante 2005, Ebert & Cowley 2009),

caracteristicas que hacen a este grupo especialmente vulnerable a la sobreexplotacion.

Los elasmobranquios son un grupo de peces que se reproducen a través de viviparia
u oviparia, y presentan una amplia y compleja gama de estrategias reproductivas (Wourms
& Demski 1993, Luer et al. 2007). La viviparia, es aquélla en donde las especies paren
crias vivas, y puede ser aplacentada o placentada. En la primera, el embridn puede nutrirse
de vitelo (lecitotrofia), de 6vulos no fecundados (oofagia) (Joung & Hsu 2005), de una
secrecion proteica producida por la madre (histotrofia) o de otros embriones en estados de
desarrollo anteriores dentro del mismo Utero; es decir, canibalismo intrauterino o
adelfofagia (Dulvy & Reynolds 1997, Hamlett & Koob 1999, Conrath 2005, Colonello
2009). En especies cuyos embriones se nutren mediante una placenta, el embrion y la
madre estan conectados mediante un cordon umbilical, que es formado por la adhesién del
saco vitelino al Utero (Wourms & Demski 1993, Conrath 2005). Por su parte, la oviparia
consiste en la encapsulacion de los dvulos fertilizados en estructuras complejas y

resistentes conocidas como capsulas ovigeras (Hamlett & Koob 1999), y puede clasificarse
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como simple o retenida. En la primera, se produce y libera una cépsula por cada Utero
(Concha et al. 2009). En la oviparia retenida, los dvulos fertilizados permanecen en los
uteros hasta el momento de la eclosion, cuando los embriones estan casi completamente
desarrollados (Dulvy & Reynolds 1997, Conrath 2005, Colonello 2009). La oviparia
multiple es una variacion de este modo reproductivo, en la que se producen muchas
capsulas que son acumuladas en el Utero y liberadas todas de una sola vez, sin
necesariamente encontrarse en los mismos estadios de desarrollo (Dulvy & Reynolds 1997,
Colonello et al. 2009). Los elasmobranquios que presentan la oviparia como estrategia
reproductiva estan relacionados principalmente a habitats costeros o batiales (Carrier et al.
2004). Ademas, es considerada probablemente como la estrategia reproductiva mas
primitiva en elasmobranquios (Carrier et al. 2004, Luer et al. 2007). Musick & Ellis (2005)
sefialan que la ovipariedad en este grupo es una adaptacion de especies mas pequefias para
aumentar la fecundidad. Tras comparaciones realizadas entre especies oviparas y viviparas
de aproximadamente el mismo tamafio, las primeras, resultaban ser por lejos mas fecundas
(58,9 capsulas/aio contra 5,5 crias/afio entre rajiformes y miliobatiformes,
respectivamente). Sin embargo, aclaran que las capsulas ovigeras estan sujetas a mayor
depredacion y efectos del ambiente ya que su desarrollo se da in situ. Por lo general, los
juveniles que se desarrollan bajo esta modalidad no son de gran tamafio debido a que la
reserva de nutrientes es limitada dentro de las capsulas ovigeras (Carrier et al. 2004) y
emergen como miniaturas similares a los adultos, y no llevan a cabo etapas del desarrollo

afuera en el medio ambiente (Hoff 2009).
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1.2 Desarrollo embrionario

Se han realizado numerosos estudios con respecto al desarrollo embrionario en
condrictios, tanto en especies oviparas, tales como Schroederichthys chilensis (Hernandez
et al. 2005), Raja eglanteria (Luer et al. 2007), Sympterygia acuta (Caldeira 2006),
Bathyraja aleutica y Bathyraja parmifera (Hoff 2009), Chiloscyllium punctatum (Harahush
et al. 2007) Scyliorhinus canicula (Ballard et al. 1993), Callorhinchus mili (Didier et al.
1998), Bathyraja richardsoni y B. pallida (Stehmann & Merrett 2001), asi como en
especies viviparas: Centroscymnus coelolepis (Verissimo et al. 2003), Isurus oxyrinchus
(Mollet et al. 2000, Joung & Hsu 2005), Centrophorus granulosus (Guallart & Vicent
2001), Lamna nasus (Francis & Stevens 2000) y Dasyatis chrysonota (Ebert & Cowley

2009).

Si bien la mayoria de los estudios nombrados anteriormente se basan en la
determinacion de etapas dentro del desarrollo, muchos carecen de escalas de tiempo
(Ballard et al. 1993, Didier et al. 1998). Estos estudios, derivados de diferentes métodos de
observacion, nos entregan escalas que estan determinadas por la aparicion de una estructura
especifica y reconocible (Ballard et al. 1993). Dependiendo de la especie y la metodologia
utilizada, asi como la orientacion del estudio en cuestion, serén los caracteres utilizados y
que determinen la separacion de un estado con respecto al otro. Sin embargo, existen
criterios comunes que son utilizados en la descripcion de elasmobranquios como la
disposicion de arcos (mandibulares, hioideos y branquiales), filamentos branquiales,
esbozos y pliegues de las aletas, posicion de los ojos, espiraculos, espinas, grado de

pigmentacion, determinacion del sexo, desarrollo del filamento caudal, diametro del vitelo
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y la respectiva morfometria del embrién (Hernandez et al.2005, Joung & Hsu 2005,
Caldeira 2006, Luer et al. 2007, Hoff 2009, Ebert & Cowley 2009). Si bien estos estudios
son realizados en diferentes especies dentro de los elasmobranquios, muestran muchas
similitudes en su desarrollo, independiente si provienen de una estrategia reproductiva
vivipara u ovipara. Por esta razon, la descripcion de estados de forma estandarizada es la
mejor manera de buscar las caracteristicas que diferencian a nivel embrionario externo a

distintas especies durante el desarrollo tardio.

1.3 Endoesqueleto cartilaginoso

El endoesqueleto en elasmobranquios esta formado por cartilago hialino el cual
muchas veces es reforzado con hydroxapatita, un mineral que es similar al que esta en los
huesos pero que se organiza de forma diferente, generando cartilagos con mayor grado de
condrificacion (Compagno 1999c, 2001). A grandes rasgos, el endoesqueleto se divide en
dos: el esqueleto axial (neurocraneo, esplacnocraneo y columna vertebral) y el apendicular

(aletas y radios).

En batoideos, el neurocraneo presenta entre sus estructuras el rostrum, cerebro y los
organos nasales, opticos y auditivos. El esplacnocraneo o esqueleto visceral, mediante
estructuras pareadas, simétricas y bilaterales, da soporte a la mandibula, lengua, branquias y
faringe, formando 7 arcos que, de anterior a posterior, se denominan: (1) mandibular,
compuesto dorsalmente por el palatocuadrado y ventralmente por el cartilago de Meckel

(Compagno 1999c, 2001, Gillis et al. 2009a); (2) hioideo, que cumple una funcion
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suspensoria de la mandibula, formado por 3 estructuras principales: ventralmente en la zona
media y dispuesto transversalmente se encuentra el cartilago bashial que en sus extremos
laterales presenta forma de “Y” y se une por ambos lados a los cartilagos pseudohiales, que
comprenden los epi-, cerato- y hipospeudohial (De Beer 1931, 1932, Compagno 1999c,
2001, Gillis et al. 2009a), y la hiomandibula que se articula con la mandibula; (3) 5 arcos
branquiales que presentan estructuras similares al arco pseudohioideo. Desde el primer al
cuarto arco branquial, se segmentan dorsalmente en faringo- y epibranquial y ventralmente
en cerato- e hipobranquial, éste ultimo no se presenta en el primer arco debido a que el
ceratobranquial de éste se articula con el cartilago bashial en rayas. Ademas, los 4 primeros
arcos branquiales que se posicionan posteriores al arco hioideo, presentan radios
branquiales. Ventralmente, en la zona media, entre los arcos branquiales, se encuentra la
cOpula basibranquial. Esta estructura presenta, en la zona anterior, forma de “Y” y se situa
posterior al cartilago bashial. Posteriormente, la copula basibranquial se articula con el
quinto arco branquial, anterior al cinturon pectoral (De Beer 1931, Compagno 1999c, 2001,
Gillis et al. 2009a). La columna vertebral, del endoesqueleto axial, en su parte media, esta
formada por el centrum. Por sobre éste estan los cartilagos basidorsales e interdorsales,
intercalados entre si, y bajo el centrum, los basiventrales e interventrales a los cuales se les

adhieren las costillas (Compagno 1999c, 2001).

El esqueleto apendicular en rayas, toma en cuenta las estructuras que dan forma a
las aletas: el cinturdn pectoral (o escapula-coracoides) y pélvico (o barra pubo-isquion), los
cartilagos basales: propterigio, mesopterigio y metapterigio en las aletas pectorales y
basipterigio en las pélvicas, y los radios que forman el esqueleto propio de las aletas

(Compagno 1999c, 2001, Gillis et al. 2009a). El clasper o mixeopterigio en machos se



forma como prolongacion del basipetrigio. Posterior a éste se conectan por la zona dorsal
los cartilagos beta y ventralmente entre uno a 3 segmentos intermedios. Lo sigue,
longitudinalmente, un cartilago cilindrico, llamado cartilago axial, el cual en sus extremos
posteriores, dorsal y ventral, presenta pequefios cartilagos marginales (Compagno 1999c,
Gomez et al. 2006, Last & Gledhill 2007). En hembras, el basipetrigio presenta un eje,
analogo a lo que ocurre con el eje del metapterigio en las aletas pectorales (Compagno

1999¢).

Aunque se han realizado diversos estudios sobre los principales caracteres que se
evidencian en el desarrollo embrionario, especialmente de caracter morfoldgico externo,
existen ciertas investigaciones que suman a esta informacion el desarrollo del
endoesqueleto cartilaginoso (Edgeworth 1926, De Beer 1931, 1932, Tanaka 2002, Gillis &
Shubin 2009, Gillis et al. 2009a, b, Gillis et al. 2011, Gillis et al. 2013). El objetivo de la
mayoria de estas investigaciones es dilucidar puntos de divergencia entre especies o
familias. Al ser estudios comparativos entre grupos, se toman estructuras especificas que
han mostrado tener algin grado de conservacién o que han desaparecido a lo largo del
tiempo. Durante el desarrollo embrionario tardio, caracteres como las estructuras que
forman el arco hioideo y branquial (Edgeworth 1926, De Beer 1932, Gillis et al. 2009a,
Gillis et al. 2013) Yy el origen, patron de desarrollo y estructuras de las aletas pectorales y
pélvicas (Tanaka 2002, Dahn et al. 2007, Maxwell 2008, Gillis & Shubin 2009) adquieren

gran importancia a nivel filogenético.

Estudios han demostrado que mediante la ontogenia se puede aprender sobre la

historia evolutiva de los organismos (Donaghue et al.2002, Coates 2003, Davis et al. 2004
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Gillis et al. 2009). A menudo, los caracteres ancestrales se conservan en el desarrollo de
estos. Por lo tanto, los caracteres del desarrollo embrionario tardio en que ocurre la
morfogénesis del esqueleto cartilaginoso, junto con otras pruebas, pueden utilizarse para

construir las filogenias.

1.4  Datos generales de la raya costera, Sympterygia lima

Dentro del género Sympterygia se han descrito 4 especies: S. brevicaudata, S. lima,
S. acutay S. bonapartii (Compagno 1999b). Anteriormente este género contaba sélo con S.
acuta y S. bonapartii. Sin embargo, McEachran (1982) reubica a Psammobatis lima y P.
brevicaudata dentro del género Symperygia, presentando mayor cantidad de caracteres
apomorficos con las especies de este género y muy pocos caracteres plesiomorficos con los

representantes del género Psammobatis.

Las especies del género Sympterygia son consideradas endémicas de Sudameérica,
encontrandose en las aguas templadas de los océanos Atlantico y Pacifico (Galindez et al.
2010, Jafiez & Sueiro 2009). La raya costera Sympterygia lima, habita en el Océano
Pacifico Sur (McEachran 1982). Latitudinalmente se distribuye en Chile desde Arica
(18°29'00"S; 70°20'00"W) a Valdivia (39°48'30"S; 73° 14’ 30" W) (De Buen 1960,
Lamilla et al. 1984). Pequefio & Lamilla (1993) sefialan que esta raya es tipica en los
fondos arenosos de la plataforma continental poco profunda, y que a su distribucion

latitudinal se suma también la costa peruana y se limita en sur sélo hasta Valparaiso.
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Figura 1. Mapa latitudinal de la distribucidn de la raya costera, Sympetrygia lima
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La raya costera, Symterygia lima, es de color gris, café o gris azulado, colores que
varian muchas veces con respecto al tamafio. La superficie ventral es de color blanco, con
margenes del disco de color gris, café o gris azulado (Lamilla et al. 1984). Se han
registrado longitudes totales que van desde 285 a 575 mm en hembras y 335 a 620 mm para
machos (Lamilla et al. 1984). Se observa dimorfismo sexual en la forma y cantidad de los
dientes y en la presencia de espinas alares en machos, caracteristica asociada

principalmente al comportamiento reproductivo (Lamilla et al. 1984).

Figura 2. Adulto de Sympetrygia lima, vista dorsal

Como todos los elasmobranquios, esta especie presenta cépula y fecundacion
interna (Wourms & Demski 1993, Luer & Gilbert 1985, Luer et al. 2007, Hamlett & Koob
1999). Lamilla (1984) sefiala que debido al elevado indice gonadosomatico que presentan

las hembras, y la presencia de capsulas ovigeras observadas en ambos oviductos, la
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ovoposicion de las cépsulas en esta especie ocurriria en otofio. Concha et al. (2013)
demostraron que una hembra madura de S.lima es capaz de producir embriones viables
habiendo estado aislada de otros machos por mas de 10 semanas. Esta informacion se
condice con estudios realizados anteriormente en otras especies rajiformes, las cuales
tienen la capacidad de almacenar esperma en la glandula nidamental, manteniendo la
capacidad de fecundacidn después de cierto periodo de tiempo (Clark 1922, Luer 2007).
Las rayas, al igual que todos los peces, poseen un huevo telolecitico que presenta
segmentacion meroblastica discoidal (Gilbert 2005, Gillis & Shubin 2009). Durante el
desarrollo embrionario temprano los blastdmeros se multiplican rapidamente, evidenciando
variadas etapas de segmentacion y dando como resultado el engrosamiento del blastodisco
o disco embrionario. Posterior a la gastrulacién, se establece el plano corporal de multiples
capas. Las 3 capas germinales: ectodermo externo, endodermo interno y mesodermo
intersticial se producen por primera vez durante la gastrulacion. El término del desarrollo
embrionario temprano es marcado por la formacion de los 3 ejes decisivos que constituyen
las bases del cuerpo: el eje anteroposterior, dorsoventral y el eje derecha-izquierda,
distinguiéndose asi la formacion del tubo neural, la curvatura craneal y del tronco (Balfour

1878, Gilbert 2005, Ballard et al. 1993, Luer et al. 2007, Gillis & Shubin 2009).

Su estrategia reproductiva es oviparia simple, depositando sus huevos o capsulas
entre las algas, adheridas por medio de zarcillos (Conrath 2005). Como ha sido observado
en Sympeterygia acuta (Oddone & Vooren 2002, Caldeira 2006), en S. bonapartii
(Magrabaria et al. 2002), en S. lima y S. brevicaudata (Concha et al. 2013), la coloracion de
las capsulas es verde amarillenta, las cuales una vez en el medio y a medida que transcurre

el desarrollo se van oscureciendo (Fig. 3A).
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Una vez depositados en el medio marino, el embrion, alimentado de un saco vitelino
se desarrolla hasta eclosionar (Colonello 2009). Transcurriendo el desarrollo tardio del
embrion, las capsulas abren las fisuras respiratorias para permitir la entrada y circulacion
del agua dentro de las capsulas, abasteciendo de oxigeno al embrién por medio del
movimiento continuo del filamento caudal (Caldeira 2006, Hoff 2009) (Fig. 3B). El
desarrollo embrionario es un proceso sincronizado entre las capsulas y su contenido, el

embrion y el medio ambiente (Hoff 2009).
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Figura 3. Esquema de cépsulas ovigeras. A: manojo de capsulas adheridas a las algas por medio de
zarcillos, B: embrion dentro de la capsula y posicion del filamento en la fisura respiratoria. e: embrion; fc:

filamento caudal; fsr: fisura respiratoria; sve: saco vitelino externo; z: zarcillos. (Ilustracion F. Portilla)
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El estudio de la biologia reproductiva en condrictios se ha basado principalmente en
la descripcion de las capsulas ovigeras, ciclos reproductivos e investigaciones en
ejemplares maduros con respecto a la madurez sexual y estrategia reproductivas (Hamlett &
Koob 1999c, Mabragafia et al. 2002). Sin embargo, existe poca informacion sobre las
etapas en el desarrollo embrionario y escala de tiempo que ocurren estos cambios. Esta
informacidn permite generar informacion completa de la vida de los condrictios para su
futura proteccidn, ya que presentan baja resiliencia viéndose fuertemente afectadas por las
pesquerias en todo el mundo (Leonard et al 1999, Francis & Stevens 2000, Mabragafia et

al. 2002, Ebert & Cowley 2009, Galindez et al. 2009).
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1.5 Aporte de esta investigacion

Gran parte de los datos disponibles para S. lima son obtenidos mediante la actividad
pesquera de merluza comun (Merluccius gayi gayi) y lenguado (Paralichthys microps)
mediante redes de enmalle y arrastre (Lamilla et al. 2008). A pesar de ser una especie que
aparece regularmente en las pesquerias de arrastre en el litoral valdiviano (Lamilla et al.
1984), se posee muy poca informacién de ella la cual, en su mayoria, corresponde a su
biologia. Segun registros de la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(IUCN), la acotada distribucion vertical, entre los 30 y 60 m, hacen esta especie
potencialmente vulnerable a la sobreexplotacion (Lamilla 2004), sumandole a esto la

condicion de endemismo que presenta.

La informacion recabada espera entregar una escala descriptiva del desarrollo
embrionario tardio de la raya costera Sympterygia lima apoyada en los caracteres
morfologicos externos del animal y desarrollo de estructuras especificas del esqueleto
cartilaginoso, aportando informacién a la historia de vida de la especie, la cual hasta este

momento, es aun deficiente.

Aunque la importancia de esta tesis es de caracter descriptivo, la informacion
entregada, ademas de generar importante informacion sobre la biologia del desarrollo tardio
de la especie, pretende dar luces o proporcionar las bases para determinar caracteristicas
que comienzan a evidenciarse a nivel ontogénico en el desarrollo de Sympterygia lima, y en

un futuro, dichos caracteres ser estudiados méas especificamente con fines filogenéticos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

El objetivo de esta investigacion es describir el desarrollo embrionario tardio de la
raya costera, Sympterygia lima como un aporte a la biologia reproductiva e historia de vida

de la especie.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Describir la morfologia externa mediante observaciones meristicas y

morfométricas de los diferentes estadios embrionarios.

2.2.2. Describir la morfologia de caracteres especificos del endoesqueleto

cartilaginoso.

2.2.3. Elaborar una escala de estadios de desarrollo embrionario tardio.
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3. MATERIALES & METODOS

3.1. Recoleccidn de las capsulas ovigeras y mantencion en el laboratorio

Las capsulas de Sympterygia lima se obtuvieron en caleta Higuerilla (32°55'S,
71°32'W) y Montemar (32°57'S; 71°33'W) Bahia de Valparaiso, Chile (Fig. 4) mediante
buceo, aproximadamente a 5 m de profundidad, y a través de la pesqueria artesanal de redes
costeras de la zona, utilizando redes de enmalle de 15 cm? de abertura y entre 20 a 30 m de

profundidad.

Una vez en los acuarios del Laboratorio de Biologia y Conservacion de Condrictios
de la Facultad de Ciencias del Mar y Recursos Naturales, Universidad de Valparaiso, las
capsulas, dispuestas verticalmente, fueron mantenidas en estanques de 70 L con flujo
continuo de aire y agua de mar, registrandose diariamente la temperatura (Xx= 14,4 + 1,5°C;

min=11,8; max= 19,3).
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Figura 4. Ubicacién de las localidades de muestreo. Caleta Higuerilla (32°55'S,
71°32'W) y Montemar (32°57'S; 71°33'W), Chile.

3.2 Seleccién de las capsulas y procesamiento de los embriones

Un total de 46 capsulas fueron seleccionadas de acuerdo a su color y a la abertura de
fisuras respiratorias en los extremos, cuya presencia sefiala el avance en el desarrollo del

embridn en su interior.

Los embriones en agua de mar fueron expuestos a un shock téermico de -20°C, hasta
antes que el agua llegara a su punto de congelacion y hasta que los animales dejaran de

tener movimiento. Para la observacion de las caracteristicas morfoldgicas externas, se
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abrieron las capsulas ovigeras por su extremo posterior y se extrajeron los embriones,
siendo depositados en una capsula Petri. Para su posterior medicion, los embriones fueron
fotografiados con una camara Nikon Coolpix 5000. Luego se fijaron en paraformaldehido
al 4% durante 24 h a 4°C, se lavaron en 1X PBS por 3 X 5 min, se deshidrataron con series
ascendentes de metanol de 25%, 50% y 75% en PBS 1X (5min c/u) y finalmente se

almacenaron a -20°C en metanol al 100% (Gillis et al. 2009).

Para la preparacion del esqueleto, los embriones Sympterygia sp. se pasaron desde
el metanol al 100% a etanol al 100% y después a etanol al 70%. Para la matriz de cartilago,
los embriones se tifieron con azul de Alcian (20 mg de azul de Alcian 8GX en 30 ml de
acido acético glacial /70 ml 100% etanol) por 24 horas con una suave agitacién en un
agitador orbital. Posteriormente el exceso de tincion se extrajo en acido acético glacial al
30% en 100% de etanol por 24 h. Luego fueron rehidratados en series de concentracion
decreciente de etanol hasta agua destilada (70%, 50 % y 25 %, agua destilada, 24 h c/u).
Los embriones fueron aclarados en una solucién de KOH al 0,5 % el tiempo necesario y
luego tratados en una serie de concentracion creciente de glicerol con KOH al 0,5%
(3:1,1:1,1:3 KOH al 0,5%:glicerol; 24 h c/u). Finalmente, los embriones de raya fueron

almacenados en 80% de glicerol a temperatura ambiente (Gillis et al. 2009).
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3.3 Analisis de datos

Mediante el programa computacional ImageJ 1.47t se tomaron las medidas de

interés:

Longitud total (mm): medicion desde el punto més anterior del cuerpo hasta el

extremo caudal del embrion (Fig. 5A, C).

Longitud cabeza (mm): a partir del punto méas anterior del cuerpo hasta la quinta

abertura branquial (Fig. 5A).

Longitud tronco (mm): desde la quinta abertura branquial hasta la zona posterior de

las aletas pélvicas (Fig. 5A)

Longitud del disco (mm): largo desde el extremo anterior hasta el extremo posterior

de la aleta pectoral (Fig. 5C).

Longitud cola (mm): desde la regidn posterior de la aleta pélvica hasta la zona méas

caudal del cuerpo (Fig. 5A, C).

Ancho del disco (mm): distancia entre las extremidades laterales de las aletas

pectorales (Fig. 5C).

Diametro del saco vitelino (mm): el diametro maximo del saco vitelino (Fig. 5A).

Peso total de embrion (g): peso del embrién mas el saco vitelino externo.

Ademas, se analizaron caracteres especificos como grado de pigmentacion, nivel de
desarrollo de las aletas pectorales y por ende, del disco, ausencia/presencia del morro entre
otros caracteres que representan los criterios para la division de los estadios de desarrollo

tardio.

30



Al LT )
E(— LCab ~+— LTr — L Col ‘E
P SO RN :

PV

5 e

Figura 5. Criterios de morfometria en los embriones de Sympterigia
lima. A: embridn, vista dorsal; B: tiburdn, vista lateral; C: embridn vista
dorsal. AD: ancho disco; Cab: cabeza; Col: cola; DV: didmetro vitelo;
LCab: longitud cabeza; LCol: longitud cola; LD: longitud disco; LT:
longitud total; LTr: longitud tronco; PV: pedlnculo vitelino; Tr: tronco.
(Modificado de Compagno 2001, McEachran & de Carvalho 2002).
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Mediante el programa Statistix 10, se utilizo el test Shapiro-Wilk para realizar las
pruebas de normalidad del conjunto de datos tanto morfométricos como del peso de los
embriones. Debido a que alguno de estos valores no cumplian con las reglas de normalidad,
se utilizd el modelo de Spearman como estadistica no paramétrica, para encontrar la
correlacion de las diferentes variables que serian comparadas: longitud total/longitud disco,
longitud total/ancho disco, longitud total/diametro del saco vitelino y longitud total/peso
del embridén con vitelo durante el desarrollo. A partir de estos resultados, se aplico
regresion lineal a estas variables. Con el programa estadistico Past, se hizo un analisis de
ANCOVA una via, utilizando la covarianza para determinar la diferencia en el crecimiento
y variaciones entre la longitud y ancho de disco con respecto a la longitud total del
embrion. Los graficos se confeccionaron con el programa computacional Microsoft Excel

Professional Plus 2010.

A partir de la informacion proporcionada por Clark (1922), Ballard et al. (1993),
Didier et al. (1998), Hernandez et al. (2005), Joung & Hsu (2005), Caldeira (2006), Luer et
al. (2007), Ebert & Cowley (2009) y Hoff (2009) en sus estudios sobre especies oviparas,
se seleccionaron los principales caracteres de interés tales como longitud total, ancho y
longitud del disco, peso del embrién, diametro del saco vitelino, aplanamiento del disco,
presencia/ausencia de filamentos branquiales, aberturas branquiales, desarrollo de las aletas
y pigmentacion, entre otros. Esta informacion fue empleada para determinar los criterios de
observacion externa de los diferentes estadios del desarrollo embrionario tardio de

Sympterygia lima.
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Mediante la utilizaciéon del microscopio estereoscopico Leica EZHHD vy el software
propio de éste, se fotografio el desarrollo de cartilagos principales como los arcos
mandibulares (cartilagos superior e inferior de la mandibula), arco hioideo, arcos
branquiales y cartilagos radiales de las branquias (Gillis et al.2009). Asi también,
estructuras cartilaginosas que le dan forma a las aletas pectorales y pélvicas: cinturdn
pectoral y pélvico, cartilagos basales y radiales (Gillis & Shubin 2009) y claspers.
Basandose en el protocolo de diafanizacion propuesto por Gillis et al. (2009), y en el grado
de tincién de estructuras esqueléticas logrado, se efectué una escala de desarrollo

embrionario.
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3. RESULTADOS

Las cépsulas ovigeras de la raya costera Sympterygia lima, obtenidas en Caleta
Montemar e Higuerilla, fueron utilizadas para generar una tabla de estados embrionarios
(Tabla 1 y 2). Las muestras permitieron analizar estadios a partir de un embrién ya
formado, agrup&ndose en nueve estadios descritos a continuacion. Estos se basaron en
caracteristicas morfolégicas externas, morfometria y caracteres del endoesqueleto
cartilaginoso obtenidos mediante diafanizacién y tincion con azul de Alcian. Todos los
datos referentes a mediciones, realizadas en cada uno de los estados, se ordenan en la Tabla

1.
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Tabla 1. Morfometria (mm) de los embriones de Sympterygia lima recolectados en Caleta Montemar e Higuerilla, Region de
Valparaiso, Chile. AD: ancho disco; DV: didmetro vitelo; LCab: longitud cabeza; LCola: longitud cola; LD: longitud disco; LT:
longitud total; max: méaximo valor registrado; min: minimo valor registrado; PV: ancho peddnculo vitelino; X (DE)= promedio

(desviacion estandar).

LT LD Lcab Ltron
Estado embrionario _ _

X (DE) min max X (DE) min max X (DE) min max X (DE) min  maéx
Estado | (n=4) 2465 317 2011 27,12 491 040 435 5,26 5,63 0,83 4,68 6,67
Estado I1( n=11) 3054 157 2842 3362 6,23 043 549 6,95 6,42 0,79 547 747
Estado III (n=2) 36,80 048 3646 37,13 1130 1,33 1036 12,24
Estado 1V (n=5) 44,40 2,02 41,45 47,14 13,57 0,81 12,76 14,87
Estado V (n=6) 49,03 148 4751 5185 1482 128 1369 17,06
Estado VI (n=7) 57,45 2,38 53,97 60,57 17,99 1,73 14,69 20,38
Estado VII (n=5) 62,63 1,75 61,26 65,24 21,30 1,11 20,20 23,15
Estado VIII (n=2) 75,49 502 71,94 79,03 25,17 0,71 24,66 25,67

Estado IX (n=3) 93,02 2,72 91,14 94,74 37,50 2,72 3441 3953




9¢

Lcola AD DV PV
Estado embrionario

X (DE) min  max ¥ (DE) min  max X (DE) min max ¥ (DE) min max
Estado | (n=4) 14,03 326 9,73 1745 29,97 4,90 22,72 33,11 1,58 053 1,07 212
Estado 11( n=11) 17,98 1,28 16,26 20,63 27,32 2,54 23,36 30,82 1,67 037 116 2,30
Estado 11l (n=2) 25,92 0,04 2589 2595 6,98 1,13 6,18 7,78 23,41 2,04 21,97 24,84 1,91 000 191 1,92
Estado IV (n=5) 30,68 132 28,71 32,22 10,64 136 899 12,00 26,29 1,62 24,38 28,05 2,56 030 217 281
Estado V (n=6) 34,57 2,01 3191 37,97 14,54 0,92 13,47 15,90 25,71 3,79 21,48 31,87 2,52 051 189 319
Estado VI (n=7) 39,97 1,48 38,00 24,25 19,47 3,60 13,09 24,25 24,55 2,71 20,27 28,29 3,07 047 232 3,78
Estado VII (n=5) 41,99 1,39 40,30 43,40 23,43 0,76 22,44 24,25 24,47 1,46 20,27 28,29 3,16 021 232 3,78
Estado VIII (n=2) 50,54 4,82 47,14 53,95 34,65 1,42 33,65 35,66 16,53 2,20 14,97 18,09 3,34 0,79 2,78 3,90
Estado 1X (n=3) 55,06 1,89 53,20 56,98 53,90 150 52,38 5537 3,72 0,93 2,72 4,57




Tabla 2. Peso con vitelo (g) de los embriones de Sympterygia lima recolectados en
Caleta Montemar e Higuerilla, Regién de Valparaiso, Chile. max: maximo valor

registrado; min: minimo valor registrado; X (DE)= promedio (desviacion estandar);

Estado embrién X (DE) min max
Estado | (n=4) 1,58 0,53 1,07 2,12
Estado 11( n=11) 1,67 0,37 1,16 2,30
Estado Il (n=2) 1,91 0,00 1,91 1,92
Estado IV (n=5) 2,56 0,30 2,17 2,81
Estado V (n=6) 2,52 0,51 1,89 3,19
Estado VI (n=7) 3,07 0,47 2,32 3,78
Estado VII (n=5) 3,16 0,21 2,32 3,78
Estado VIII (n=2) 3,34 0,79 2,78 3,90
Estado I1X (n=3) 5,09 0,30 4,80 5,39
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4.1 Estado |

El embrién presenta un color blanquecino transltcido. EI cuerpo, con alta motilidad,
es filiforme y el tronco se posiciona curvo dorsalmente por sobre el saco vitelino (Fig. 6A).
No hay indicios aun del disco caracteristico de los rajiformes, debido a que las aletas
pectorales y pélvicas, casi transparentes, estdn pobremente desarrolladas y estan
notoriamente separadas. Por esta razon, en este primer estado las mediciones realizadas se
basan en los criterios utilizados en ejemplares de tiburones (Fig. 5A, B), donde el cuerpo se
divide en cabeza, tronco y cola (Tabla 1). EI cuerpo del embrién es més largo que ancho,
presentando una proporcién cuerpo (cabeza y tronco) y cola aproximada de 1:1. EI cuerpo
se une al saco vitelino externo (SVE) por medio del pedinculo vitelino. Este mantiene
irrigado al saco del vitelo a traves de una conexion entre la aorta dorsal y la arteria vitelina.

El saco del vitelo alcanza su maximo didmetro en este estado.

En esta etapa, se hace notorio un gran desarrollo de la cabeza que es abultada y
curva. Se han comenzado a abrir los arcos branquiales los cuales estan provistos de
numerosos filamentos altamente vascularizados. Se observa la aorta dorsal que recorre

desde el extremo anterior a posterior del embrion.

A través de las imagenes obtenidas por medio de diafanizacion se distinguen,
lateralmente y en la zona posterior de la cabeza, las vesiculas dpticas. Anterior a ésta y
dispuesta de forma ventral, se encuentran las vesiculas olfatorias. Dorsalmente y a la altura
de la segunda abertura branquial, se aprecian las vesiculas éticas o auditivas (Fig. 6B) y en
posicién ventral, las olfatoria y dpticas. Presenta, posterior a la cabeza, seis aberturas, las
gue aun no se han diferenciado (Fig. 6C). A lo largo del cuerpo, comenzando en la zona
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media de la cabeza se presenta la notocorda cuya longitud alcanza hasta el extremo caudal
del embrion (Fig. 6B, C, D, E). Aungue las aletas no estdn completamente desarrolladas, a
través de este método, se pueden apreciar los rayos que las formaran (Fig. 6D). En el
extremo caudal de la cola se observan pequefias vesiculas, que podrian ser el origen del

festdn de la cola en embriones més desarrollados (Fig. 6E).
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Figura 6. Sympterygia lima, Estado I. Macrofotografia de ejemplar sin fijar (A) y fotomicrografia de
regiones del cuerpo de un ejemplar tefiido con azul de Alcian (B, C, D, E). A: ejemplar con vitelo,
vista lateral; B: cabeza, vista lateral; C: aberturas, vista oblicua; D: aletas, vista ventral; E: cola, vista
lateral. a: abertura; ad: aorta dorsal; apec: aleta pectoral; apev: aleta pélvica; av: aorta vitelina; fb:
filamentos branquiales; nt: notocorda; olf: vesicula olfativa; op: vesicula Optica; ot: vesicula dtica; pv:

pedunculo vitelino; sve: saco vitelino externo.
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4.2 Estado Il

Durante esta etapa del desarrollo, el embrion permanece sin pigmentacion,
presentando un leve color rojizo debido a la vascularizacion que presenta, principalmente
por la aorta principal y la irrigacion en el area branquial. EI cuerpo continla en una
posicion curvada dorsalmente posado sobre el saco vitelino (Fig. 7A). En este estado, se
siguen tomando las consideraciones anteriores para realizar las mediciones (Tabla 1). La
proporcién del cuerpo (cabeza y tronco) y la cola respecto a la longitud total es de 1:1. A
medida que transcurre el tiempo, el saco vitelino comienza a disminuir su diametro con
respecto al estado anterior y el pedinculo vitelino comienza a engrosarse levemente. La

vascularizacion continua siendo notoria.

En la zona de la cabeza se muestra un rostro abultado y morro prominente, anterior
a la posicion de la boca. Luego, una delgada circunferencia de pigmento negro rodea al ojo.
La regidon branquial, en posicion lateral del cuerpo, continGa presentando filamentos
branquiales altamente vascularizados los cuales surgen de cada abertura branquial (Fig.
7B). Se observa una expansion gradual, tanto lateral como dorsoventralmente, de las aletas
pectorales y pélvicas para formar progresivamente el disco (Fig. 7C). Se distingue por
primera vez la presencia de dos aletas dorsales posicionadas en la mitad posterior de la

cola. En el extremo caudal de la cola comienza a surgir el filamento caudal (Fig. 7D).

En la zona anterior del embridn, situado en el neurocraneo, se observa el cartilago
bashial y el avance en el desarrollo de las capsulas que albergan los 6rganos sensoriales. Se
diferencian los arcos mandibulares formados, dorsalmente, por el palatocuadrado y en
posicién ventral, por el cartilago de Meckel, cambiando la forma diamante a oval.
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Lateralmente y posterior a este arco, se observa el arco hioideo seguido por 5 arcos
branquiales (Fig. 7B). El desplazamiento dorsoventral de las aletas pectorales hacia la zona
anterior del cuerpo también se hace evidente, mostrando su crecimiento hasta
aproximadamente la cuarta abertura branquial y el comienzo del posicionamiento de las
aletas pectorales por sobre las pélvicas. Se observa la composicion de 3 unidades
principales en las aletas pectorales y una primera estructura en las pélvicas. Estas se forman
por (1) escapulo-coracoides en la base de las aletas pectorales y un cinturén en la base de
las aletas pélvicas, llamado pubo-isquion, (2) cartilagos basales formados por: propterigio,
mesopterigio y metapterigio en las aletas pectorales y basipterigio en las pélvicas y (3)
cartilagos radiales o radios, los cuales se extienden, transversalmente, hacia los extremos

laterales de ambos pares de aletas.
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Figura 7. Sympterygia lima, Estado Il. Macrofotografia de un ejemplar sin fijar (A) y fotomicrografia
de un ejemplar tefiido con azul de Alcian (B, C, D). A: ejemplar con vitelo, vista laterodorsal; B: cabeza,
tronco y aletas pectorales, vista dorsal; C: aletas pectorales y pélvicas, vista ventral; D: cola, vista lateral. ab:
arco braquial; ador: aletas dorsales; aph: arco pseudohioideo; am: arco mandibular; apec: aletas pectorales;
apev: aletas pélvicas; bh: bashial; cot: capsula Optica; ec: escapula-coracoides; fh: filamentos branquiales: fc:
filamento caudal; m: morro; mes: mesopterigio; met: metapterigio; o: 0jo; pi: pubo-isquion; pro: propterigio;

pv: pedunculo vitelino; sve: saco vitelino externo.
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4.3 Estado 11l

La pigmentacién ain no se evidencia por lo que el cuerpo del embrién permanece
aun de un color blanco rojizo debido a la evidente vascularizacion que recorre todo el
cuerpo, sobre todo en la region branquial y a lo largo de la cola. El cuerpo, al igual que en
los estados anteriores, permanece en una posicion curvada dorsalmente por sobre el saco
vitelino, pero comienza a engrosarse, dejando la forma alargada de los primeros estados
(Fig. 8A). A partir de este estado, se tomaron las mediciones bajo los estdndares
considerados en batoideos (Tabla 1). La proporcion del disco y cola con respecto a la
longitud del cuerpo es 2:1. El saco vitelino disminuye su tamafio con respecto al estado
anterior, y el pedtnculo vitelino sigue conectando la irrigacion del cuerpo del embrién con

el saco vitelino, el cual sigue presentandose altamente irrigado.

La cabeza del embriéon continGa presentando rostro abultado pero que
progresivamente comienza a aplanarse, aunque el morro es aun imponente en la zona méas
anterior del cuerpo. Los 0jos, posteriores y laterales al morro, presentan una franja ain mas
gruesa de pigmento negro que lo rodea. Debido al color aun transldcido del embrion, es
posible ver las capsulas Oticas en posicion dorsal, posterior a los 0jos. En vista ventral, se
puede ver las narinas o nostril, ubicados a la altura de los 0jos. Los arcos branquiales pasan
de estar en posicion lateral a ventral, caracteristica clave en batoideos, con filamentos
branquiales mas largos que en el estado anterior y aun altamente irrigados. Se evidencia el
disco, por lo que tanto el desplazamiento lateral como dorsoventral de las aletas pectorales
es claro, cubriendo en su totalidad las aberturas branquiales. Ademas, el par de aletas

pectorales se comienzan a superponer en su extremo posterior con las aletas pélvicas. Las
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aletas dorsales contindan desarrollandose y en posicion media de la cola (Fig. 8C). El
filamento caudal en la region méas cauda del cuerpo presenta mayor longitud que en el

estado anterior (Fig. 8D).

Se observa la forma oval de la boca con los cartilagos nombrados anteriormente mas
condrificados. Anterior a estos arcos y transversal entre las capsulas dpticas se distingue el
cartilago bashial. Desde la zona mas posterior de los arcos mandibulares, se disponen,
dorsoventralmente, 6 arcos. Primero el arco hioideo seguido por 5 arcos branquiales. Tanto
el arco hioideo como los primeros cuatro arcos branquiales se observan segmentados y
ambos estan provistos de radios cartilaginosos. El ultimo arco branquial, anterior a la
cintura pectoral, no posee radios (Fig. 8B). La composicion cartilaginosa tribasal de las
aletas pectorales se segmenta, dando origen a los cartilagos del eje del propterigio o axiales
y metapterigios axiales o eje del metapterigio. Estos son alargados y se unen por medio del
mesopterigio al escapula-coracoides, dando soporte a las aletas. En esta etapa se puede
observar, la estructura mas calcificada del basipterigio (Fig. 8C) en las aletas pélvicas, los
cuales se disponen longitudinalmente y laterales a la columna. Si bien, en un comienzo, se
pudo observar una franja basal o pubo-isquion, ahora se distingue mayor desarrollo
cartilaginoso en esta zona (Fig. 8C). Los cartilagos radiales reciben los siguientes nombres:
proximal a los adyacentes a los cartilagos tribasales o basipterigio, distales a los ubicados
en los extremos de las aletas e intermedios a cualquier segmento entre ambos, y pueden ir
de 0 a 30 fragmentos. Los radios, principalmente en las aletas pectorales, no presentan un
numero definido pero se puede observar que varia dependiendo del ancho de la aleta.

Ademas, el grado de condrificacion aumenta a medida que transcurre el desarrollo. El
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filamento caudal, por su parte, muestra una mayor elongacion en la region mas caudal del

embridn.
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Figura 8. Sympterygia lima, Estado Ill. Macrofotografia de un ejemplar sin fijar (A) y
fotomicrografia de un ejemplar tefiido con azul de Alcian (B, C, D). A: ejemplar con saco vitelino, vista
dorsal; B: esqueleto axial y apendicular, vista dorsal; C: aletas dorsales, vista dorsal; D: filamento caudal,
vista dorsal. ab: arco braquial; ador: aletas dorsales; aph: arco pseudohioideo; am: arco mandibular; apec:
aletas pectorales; apev: aletas pélvicas; bas: basipterigio; bh: bashial; cop: capsula optica; cot: capsula
Otica; ec: escapula-coracoides; fb: filamentos branquiales: fc: filamento caudal; m: morro; mes:
mesopterigio; met: metapterigio; o: 0jo; pi: pubo-isquion; pro: propterigio; pv: peddnculo vitelino; sve:

saco vitelino externo.
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4.4 Estado IV

Si bien en este estado la mayoria del cuerpo presenta una coloraciéon aun rojiza
debido a la vascularizacién, principalmente en el area de las aberturas branquiales,
comienza a hacerse notoria una pigmentacion en el extremo caudal del cuerpo (Fig. 9A). El
embrion mantiene la misma posicion con respecto al saco vitelino que en los estados
anteriores y sera la misma durante todo el desarrollo. El largo del cuerpo tiene un
crecimiento progresivo entre cada estado (Tabla 1). La longitud y ancho del disco también
presentan un aumento. La proporcion del cuerpo y cola con respecto a la longitud total de
este es de 1:2. El saco vitelino, irrigado, disminuye su diametro con respecto a los primeros

estadios, y el pedinculo vitelino aumenta su grosor.

En la cabeza del embridn, el rostro se presenta aplanado dorsoventralmente casi en
su totalidad, para dar lugar a la forma completa del disco, y sobresale solamente el morro el
cual permanece aln abultado en la region anterior. Los 0jos mantienen su pigmentacién
negra y posiciéon dorsal, posterior al morro. Tanto el nostril como las capsulas oOticas,
ventral y dorsal, respectivamente, se encuentran en la misma posicién que en el estado
anterior (Fig. 9 B, C). Con respecto a las aberturas branquiales, aun presentan filamentos
altamente irrigados y aproximadamente del mismo largo que en el estado anterior. Las
aletas pectorales se han desplazado dorsoventralmente hasta la regidn anterior de los 0jos
cubriendo en su totalidad los arcos branquiales, pero no el morro. A su vez, las aletas
pélvicas se han superpuesto por su region anterior con la zona posterior de las pectorales,

dando la forma caracteristica del disco, el cual a medida que avanza el desarrollo presenta
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mayores dimensiones. Las aletas dorsales, comienzan a desplazarse desde la zona media de

la cola hacia su tercio mas caudal.

Las observaciones externas que se registran son principalmente evoluciones o
cambios progresivos de las caracteristicas de interés. Estos cambios, que a veces son
imperceptibles, se complementan con los datos obtenidos por la observacion del esqueleto
cartilaginoso. Se puede apreciar el desarrollo del cartilago del rostrum en la region mas
anterior de la cabeza (Fig. 9B). El cartilago bashial, es seguido en la linea media por la
copula basibranquial la cual en su extremo anterior presenta forma de horquilla (Fig. 9B).
Siguiendo a los arcos mandibulares, en vista dorsal se observan los cartilagos de la
hiomandibula en el arco pseudhioideo y los faringobranquiales en los branquiales (Fig. 9B).
Ventralmente, se observan el hipopseudohial y los radios del cartilago ceratopseudohial y el
hipobranquial y radios de los ceratobranquiales (Fig. 9C). A medida que las aletas
pectorales se desplazan, aumentan también los segmentos que forman el eje del propterigio
y metapterigio de éstas. En las aletas pélvicas, el basipterigio que no se ha segmentado,
aumenta su longitud. EI nimero de radios que conforman ambos pares de aletas también
aumentan en namero. A su vez, la expansion del eje del propterigio comienza a cubrir,
desde posterior hacia anterior, el area de los arcos branquiales. Un rasgo de gran
importancia en este nivel es la posibilidad de determinar el sexo del embridn. Esto se hace
mas evidente con la diafanizacion del esqueleto cartilaginoso. Si bien a 0jo desnudo se
puede ver un pequefio par de lobulos laterales a la cola y posteriores a las aletas pélvicas,
gracias a la tincion de azul de Alcian es posible observar la formacién de los segmentos

intermedios que se originan posteriores al basipterigio y a los cuales le sigue el cartilago
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axial (Fig. 10A). En hembras, no se presenta esta estructura pero si una segmentacion del

basipterigio (Fig. 10B).

El desarrollo del filamento caudal (Fig. 9D) que permite una mayor oxigenacion
dentro de la céapsula, estd estrechamente coordinado con la abertura de las fisuras
respiratorias de la capsula ovigera. Estas caracteristicas determinan la etapa de pre-eclosion

del embrion.
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Figura 9. Sympterygia lima, Estado IV. Macrofotografia de un ejemplar sin fijar (A) y
fotomicrografia de un ejemplar tefiido con azul de Alcian (B, C, D). A: ejemplar con saco
vitelino, vista dorsal; B: esqueleto axial, vista ventral; C: esqueleto axial, vista dorsal; D: aletas
dorsales y filamento caudal, vista dorsal. ab: arco branquial; ador: aletas dorsales; aph: arco
pseudohioideo; bh: bashial; cbr: copula basibranquial; cn: capsula nasal; cop: capsula Optica;
cot: cépsula dtica; ebr: epibranquia; fb: filamentos branquiales; fbr: faringobranquial fc:
filamento caudal; m: morro; mk: Meckel; pal: palatocuadrado; r: rostrum; rb: radios

branquiales.
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Figura 10. Sympterygia lima, Estado IV. Fotomicrografia del esqueleto apendicular de un
ejemplar tefiido con azul de Alcian. A: macho, vista ventral; B: hembra, vista ventral. apec: aletas
pectorales; apev: aletas pélvicas; bas: basipterigio; ca: cartilago axial; ec: escapula-coracoides; mes:

mesopterigio; met: metapterigio; pi: pubo-isquion; pro: propterigio.

52



45 EstadoV

La coloracion en este estado, comienza a avanzar hacia la region anterior, sin
embargo, solo es evidente en el extremo posterior de la cola, hasta las aletas dorsales. Al no
estar completamente pigmentada, la vascularizacién es ain notoria en todo el cuerpo del
embrion (Fig. 11A). La expansion lateral y dorsoventral del disco ha aumentado
progresivamente mostrando un aumento en la una longitud y ancho de disco. El disco
equivale a un tercio de la proporcion del cuerpo con respecto a la cola. Los cambios
externos mas pronunciados durante este periodo, son mayormente con respecto a la
variacion en tamafio, méas que el desarrollo especifico de una estructura (Fig. 11A)(Tabla
1). A medida que la longitud total del embrion aumenta, el saco vitelino disminuye su

tamafio.

La forma propia del disco estd dada en este estado por caracteristicas como la
cabeza, ya aplanada dorsoventralmente, y el aplanamiento leve del morro, haciéndose mas
evidente en esta etapa que en los estados anteriores (Fig. 11A). Los ojos, con la
pigmentacion antes descrita, estan posicionadas dorsalmente en el extremo posterior del
morro, laterales al par de capsulas oticas (Fig. 11C). Ventralmente, se observan las capsulas
olfatorias o nostril, anteriores a la mandibula y a la misma altura que las capsulas Oticas
(Fig. 11B). Al abrirse las fisuras respiratorias de la capsula, el embrion presenta un mayor
desarrollo en los arcos branquiales, donde los filamentos branquiales disminuyen su
longitud, siendo absorbidos progresivamente por los arcos branquiales. La region del disco
es cubierta casi por completo por la expansion dorsoventral de las aletas pectorales, las

cuales cubren hasta la region media del morro. Las aletas pectorales y pélvicas, permanecen
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solapadas en el mismo grado que en el estado anterior y no varian mayormente en los
estados posteriores (Fig. 11C). Las aletas dorsales estan ubicadas finalmente en el tercio
posterior del cuerpo donde aumentan levente sus dimensiones. Los claspers en macho son
faciles de distinguir, observandose como pequefios l6bulos posicionados posteriores a las
aletas pélvicas y laterales a la cola (Fig. 12A). A medida que el endoesqueleto cartilaginoso
presenta mayor grado de calcificacion, las estructuras que lo componen resaltan mas su
forma. Los nimeros de radios en ambos pares de aletas aumentan, y en machos, es posible
observar los cartilagos que componen el clasper. Estos reciben el nombre de segmentos
intermedios en la zona ventral y cartilagos beta en la dorsal. Posterior a estos lo sigue,
longitudinalmente, el cartilago axial (Fig. 12A). En hembras, el basipterigio presenta
segmentacion (Fig. 12B). El crecimiento del filamento y su constante movimiento permite

la oxigenacion de la capsula (Fig. 12C).
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Figura 11. Sympterygia lima, Estado V. Macrofotografia de un ejemplar sin fijar (A) y
fotomicrografia del esqueleto axial de un ejemplar tefiido con azul de Alcian (B, C). A:
embrion con saco vitelino, vista dorsal; B: esqueleto axial, vista ventral; C: esqueleto axial, vista
dorsal. ab: arco branquial; ador: aletas dorsales; aph: arco pseudohioideo; bh: bashial; cbr: cépula
basibranquial; cn: capsula nasal; cop: capsula dptica; cot: capsula Otica; ec: escapula-coracoides fb:
filamentos branquiales; hm: hiomandibula; m: morro; mk: Meckel; pal: palatocuadrado; pi: pubo-

isquion; r: rostrum,; rd: radios.
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Figura 12. Sympterygia lima, Estado V. Fotomicrografia de las aletas pélvicas (A, B) y cola (C) de un
ejemplar tefiido con azul de Alcian. A: macho, vista ventral; B: hembra, vista ventral; F: cola, vista

dorsal. bas: basipterigio; ca: cartilago axial; fc: filamento caudal; si: segmentos intermedios; ya: yemas

aguijones.
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4.6 Estado VI

A partir de éste estado, a nivel externo se evidencian principalmente progresos en el

tamano y variaciones en la pigmentacion

El embrion continda en la misma posicion con respecto al saco vitelino. La
disposicion en el cuerpo del embrion de la mayoria de las estructuras antes de descritas,
como los ojos y espiraculos dorsalmente y la boca y narinas ventralmente, no varian. Los
filamentos branquiales comienzan a disminuir su longitud y cantidad, pero siguen
altamente irrigados. La pigmentacion avanza gradualmente desde la region caudal hacia la
zona anterior cubriendo intensamente la cola y el disco sutilmente, mostrando un patrén de

manchas gque se acentla a medida que avanza el desarrollo (Fig. 13A, B).

Por su parte, las aletas pectorales se encuentran unidas anteriores al rostrum. Debido
a esto, el disco aumenta su envergadura, ocupando un tercio de la longitud total del cuerpo

(Fig. 13A).

En la cola, que es dos tercios del cuerpo, se ubican ambas aletas dorsales, provistas
de radios cartilaginosos, en el ultimo tercio de la longitud total del embrién (Fig. 14B). Se
distingue el feston de la cola el cual comienza en el tercio anterior de la cola y se extiende
hasta el extremo posterior de esta (Fig. 14A, B, C), anterior al filamento caudal, marcando
limite de la cola una vez que sea absorbido dicho filamento (Fig. 14 C). A lo largo de la
cola se hacen levemente notorias yemas, que posiblemente daran origen a los aguijones de

la cola, propios de esta especie (Fig. 14A).
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El vitelo continta disminuyendo su tamafio gradualmente e inversamente al
crecimiento del embrion. El saco vitelino se mantiene unido al cuerpo del embrién por
medio del pedunculo (Fig. 13B), que a medida transcurre el desarrollo, aumenta levemente
su grosor. El peso del embrion, va también en aumento, y aunque se pierde volumen del
saco vitelino, este es ganado por las dimensiones que progresivamente va obteniendo el

embrion durante este estado (Tabla 1y 2).

Posterior a la boca, el cartilago bashial se une, en forma de “Y”, por ambos lados al
arco hioideo. Subsiguiente a esta estructura, por la linea media del cuerpo, se observa la
copula basibranquial (Fig. 13 C, D). Tanto las aletas pélvicas como pectorales, que han
aumentado sus dimensiones, muestran una bifurcacion en los radios distales, en los
extremos laterales de éstas. Los claspers presentan mayor desarrollo en el basipterigio,
cartilago beta, intermedios y axial (Fig. 13E). En ejemplares hembras, el eje del
basipterigio se desarrolla normalmente, observandose segmentacion en la zona posterior de

éste (Fig. 13F).
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Figura 13. Sympterygia lima, Estado VI. Macrofotografia de un ejemplar sin fijar (A, B) y
fotomicrografia de un ejemplar tefiido con azul de Alcian (C, D, E, F). A: vista dorsal; B: vista
ventral; C: esqueleto axial, vista dorsal; D: esqueleto axial, vista ventral; E: aletas pélvicas en machos y
clasper, vista ventral; F: aletas pélvicas en hembras. bas: basipterigio; bh: bashial; ca: cartilago axial; cb:
cartilago beta; cbr: cdpula basibranquial; ec: escapula-coracoides mk: Meckel; pal: palatocuadrado; pi:

pubo-isquion; pv: pedinculo vitelino; r: rostrum; si: segmentos intermedios.
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Figura 14. Sympterygia lima, Estado VI. Fotomicrografia de la cola de un ejemplar tefiido

con azul de Alcian (A, B, C). A: yemas de aguijones; B: aletas dorsales; C: filamento caudal.
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4.7 Estado VII

La pigmentacion en el cuerpo del embrién avanza lentamente por la cola. Sin
embargo, la intensidad de ésta es gradual y permanece aun en el tercio posterior del cuerpo.
A pesar de esto, un leve patron de manchas se observa a lo largo de todo el cuerpo, el cual

se va intensificando a medida que pasa el tiempo.

Las mediciones realizadas, siguen presentando variaciones en tamafio (Tabla 1). El
disco conforma un tercio del cuerpo. La cola, dos tercios de la longitud total del embrién,
presenta aguijones dorsales a lo largo de la linea media, anteriores a las aletas dorsales (Fig.
15A). El saco vitelino continGa disminuyendo su tamafio, debido al consumo de éste por
parte del embrion y a que gran parte de la masa vitelinica ingresa a la cavidad abdominal
del embrion por medio del pedunculo vitelino (Fig. 15B). El peso (Tabla 2) del embrion
aumenta con respecto al estado anterior. Debido a que las dimensiones corporales del
embrion aumentan, las aletas pectorales comienzan a plegarse dorsalmente y la cola, sufre
una torsion de 180° hacia la zona de la cabeza del embrién, ajustandose al tamafio de la

capsula ovigera.

Las mayores variaciones se logran apreciar en el embrién diafanizado. Por primera
vez es posible distinguir en el embridon 6rganos mecano-sensoriales y electro-sensoriales.
Esto se observa mediante la tincidn de canales que se distribuyen desde la zona central de la
cabeza y se expanden lateralmente hacia las aletas pectorales, pasando por un par de
ganglios periféricos (Fig. 15D), ubicados anterior a los arcos branquiales y laterales a la
boca. Estos canales pueden observarse en las aletas pectorales y en la zona abdominal del
embrion. Los cartilagos pélvicos presentan una rotacion con respecto al estado anterior, lo
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cual se distingue debido a la posicion del canal nervioso que atraviesa el cinturén pélvico.
Con respecto a los drganos reproductivos, no hay grandes variaciones con respecto a la
composicion, pero si en la intensidad de la tincion en esta area, determinando mayor grado

de condrificacion de los cartilagos (Fig. 15E, F).

A partir de este estado, el embrion comienza su rotacion dentro de la capsula, la cual

sera la posicion final orientado hacia la zona posterior de la capsula, por la cual eclosiona.
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Figura 15. Sympterygia lima, Estado VII. Macrofotografia de un ejemplar sin fijar (A, B) y
fotomicrografia de un ejemplar tefiido con azul de Alcian (C, D, E, F). A: vista dorsal; B: vista
ventral; C: esqueleto axial, vista dorsal; D: esqueleto axial, vista ventral; E: aletas pélvicas en machos y
clasper, vista ventral; F: aletas pélvicas en hembras. ador: aletas dorsales; ag: aguijones; bas: basipterigio;

ca: cartilago axial; ch: cartilago beta; rd: radios; si: segmentos intermedios; sve: saco vitelino externo.
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4.8 Estado VIII

Tanto la posicion del embrién en la capsula, como las estructuras que han debido de
adaptarse al pequefio espacio, nos sefialan un crecimiento en las proporciones del embrion..
Las proporciones del cuerpo no sufren mayores variaciones. De esta parte en adelante el
disco representa un tercio de la longitud total del cuerpo y la cola dos tercios de ésta (Tabla
1). El saco vitelino muestra una disminucién notoria con respecto al estado anterior y se
conecta al cuerpo del embrion por la zona abdominal, con el pedinculo vitelino que
aumenta su grosor. Es posible observar la formacién del saco vitelino interno, ingresando al
sistema digestivo del embrion (Fig. 16B). El peso del embrion varia con respecto a la

tendencia general, lo cual puede deberse al consumo del vitelo (Tabla 2).

Durante este estado es posible ver claramente el progreso de la pigmentacion, la
cual ha avanzado hasta la zona anterior del cuerpo, coloreando la totalidad del disco. Si
bien no es del todo intensa, el patron de manchas se hace evidente en todo el embrion (Fig.

16A).

La caracteristica que mas resalta en este estado es el desarrollo de los Grganos
mecano-sensoriales o linea lateral. Las proyecciones de estos 6rganos han aumentado su
longitud, abarcando casi en su totalidad las aletas pectorales y, en sus puntos terminales, en

los extremos laterales de estas aletas, aumentan notablemente su grosor (Fig. 16 A, B).

No existe mayor variacion en las estructuras cartilaginosas del embrion, mas que en
mayor grado de condensacion de los cartilagos, lo cual es evidente por la intensidad de la

tincién con azul de Alcian.
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Es posible observar mayor nimero de yemas a lo largo de la cola. Estas se
distribuyen a cada lado de la linea media de la cola. Debido al nimero y a la posicion, que
no se condice con el nimero total de aguijones que presentan los adultos, se deduce que

cada aguijon es formado por més de una yema.
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Figura 16. Sympterygia lima, Estado VIII. Macrofotografia de un ejemplar sin fijar (A, B) y
fotomicrografia de un ejemplar tefiido con azul de Alcian (C, D). A: vista dorsal; B: vista ventral; C:
esqueleto axial, vista dorsal; D: linea lateral, vista ventral; ador: aletas dorsales; ag: aguijones; g: ganglio;

It: linea lateral; sve: saco vitelino externo; svi: saco vitelino interno.
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4.9 Estado IX

Se puede observar un embridon con las mismas caracteristicas de un ejemplar
maduro. La pigmentacion ha cubierto todo el cuerpo e intensificado su color. Los
filamentos branquiales ya han sido totalmente absorbidos dando paso a las branquias
propiamente tal (Fig. 17A). El saco vitelino ha sido consumido casi en su totalidad,
sobresaliendo una pequefia vesicula y que se presenta unida al vitelo interno,
desapareciendo totalmente el pedunculo vitelino (Fig. 17B). Aun permanece el filamento
caudal bien definido, el cual junto con el vitelo interno irdn siendo absorbidos una vez que
el embrion eclosione de la capsula y ya convertido en juvenil, continGe su desarrollo en el

medio ambiente.

Los 6rganos sensoriales, tanto mecanicos como eléctricos han presentado un notorio
desarrollo en toda la dimension del disco. Los 6rganos mecénicos de la linea lateral se
ramifican a lo largo de toda la aleta pectoral, definiéndose claramente la zona terminal de
estos en los extremos laterales de este par de aletas (Fig. 17C). En la zona ventral del
embrion, a la altura de la boca, narinas y 0jos se observan un entramado de proyecciones
gue presentan sus terminaciones en esta area. Estos 6rganos son las denominadas ampollas

de Lorenzini, encargadas de la electrorecepcion (Fig. 17C).

En la cola, se observan definidos los aguijones dorso caudales, que se disponen a lo
largo de la linea media de la ésta, hasta la zona anterior de las aletas dorsales (Fig. 17D).
Cabe destacar, que el festdn caudal se ha desarrollado a lo largo de toda la cola por los
extremos laterales de ésta, hasta la zona anterior al filamento caudal, el cual ha disminuido
su tamafio con respecto al estado anterior.
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Figura 17. Sympterygia lima, Estado IX. Macrofotografia de un ejemplar sin fijar (A, B) y
fotomicrografia de un ejemplar tefiido con azul de Alcian (C, D, E, F). A: vista dorsal; B: vista
ventral; C: esqueleto axial, vista ventral; D: aguijones, vista dorsal; E: aletas pélvicas en machos y
clasper, vista ventral; F: aletas pélvicas en hembras. ador: aletas dorsales; ag: aguijones; al: ampollas de
Lorenzini; bas: basipterigio; ca: cartilago axial; cb: cartilago beta; It: linea lateral; si: segmentos

intermedios; sve: saco vitelino externo; svi: saco vitelino interno.
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A partir de las pruebas de normalidad aplicada a las variables estudiadas (Tabla 3),
se realizo un analisis estadistico no paramétrico para encontrar como se relacionaba entre
ellas. Mediante el modelo de Spearman se observo que durante el desarrollo del embrion,
existe una correlacion significativa (rs=0,971; p <0,05) entre la longitud total del embriény
la longitud del disco. Lo mismo ocurrié con la longitud total y el ancho del disco (rs=
0,789; p <0,05). Ademas, ambas correlaciones se ajustan a un modelo de regresion lineal
(Tabla 4)(Figs. 18, 19). A medida que una de estas caracteristicas aumenta en su tamafio, lo
hace también la otra, sefialando que su crecimiento esta correlacionado a lo largo de todo el

proceso embrionario.

Tabla 3. Prueba de normalidad aplicada a las variables
estudiadas. AD: ancho disco; DV: didmetro saco vitelino;
LCab: longitud cabeza; LCola: longitud cola; LD: longitud
disco; LT: longitud total; PV: ancho pedunculo vitelino

(Normalidad p-value > 0,05)

Variable Shapiro-Wilk p-value
LT 0,926 0,007
LD 0,822 0,00017
LCab 0,967 0,826
LTro 0,947 0,482
LCol 0,946 0,036
AD 0,712 0,0001
DV 0,793 0,001
PV 0,969 0,402
Peso 0,962 0,141
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Tabla 4. Modelo de regresion lineal para las variables estudiadas. a: intercepto en el
eje Y; AD: ancho disco; B: pendiente de la recta; DV: didmetro saco vitelino; ee: error
estandar del parametro; F: test de Fisher LD: longitud disco; LT: longitud total; P: peso; p=

p-value; R*= ajuste modelo (Significancia p-value <0,05).

Modelo a ee (0) p ee (P) R? F p
LT v/s LD -7,82 1,18 0,47 0,02 0,952 557,6 <0,001
LTvisAD  -27,25 1,64 0,84 0,03 0,971 939,4 <0,001
LTv/sDV 38,04 1,74 -0,29 0,003 0,632 72,30 <0,001
LT v/sP 2,23 0,26 0,02 0,004 0,303 18,73 <0,001
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Figura 18. Regresion lineal entre longitud total (mm) y longitud del disco (mm) del

embrién de Sympterygia lima.
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Figura 19. Regresién lineal entre longitud total (mm) y ancho del disco (mm) del

embrion de Sympterygia lima.
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Figura 20. Relacion entre longitud total (mm) y didmetro del vitelo (mm) del

embrién de Sympterygia lima.
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No obstante, la relacion entre la longitud total del embrién y el didmetro del saco
vitelino (Fig. 20), aunque no presentan el mejor ajuste (R?=0,632), su relacién es
significativa (p < 0,0001), siendo el modelo de regresion lineal el que mejor lo representa.
A su vez, ambas variables presentan una correlacion significativa (rs= -0,593; p < 0,05)
indicando que la relacién entre ambas es inversa. En el comienzo del desarrollo las
variaciones en el tamafio del vitelo no sufren mayores cambios, siendo estos casi
imperceptibles. Sin embargo, a partir del Gltimo tercio del desarrollo, se observa una
disminucion notoria en el diametro del vitelo a medida que aumenta el tamafio del embrion,
siendo inversamente proporcional al crecimiento de éste. En el Gltimo estado descrito, el
diametro del vitelo llega a su minimo, esto se observa también en las iméagenes
correspondientes a este estado, donde se aprecia una pequefia vesicula que se conecta con el

saco vitelino interno.

Peso embrion (g)
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Figura 21. Relacion entre longitud total (mm) y peso (g) del embrién con saco

vitelino de Sympterygia lima.
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Lo mismo ocurre con el peso del embrion, las variaciones son minimas y constante
en las primeras etapas del desarrollo. Sin embargo, cuando el embrion alcanza una longitud
aproximada de 70 mm, entre el estado VII y VIII, el peso del embrién comienza aumentar
significativamente, mostrando una tendencia directamente proporcional con los cambios en
dimensiones del embrion (Fig. 21). Si bien, los datos presentan una alta dispersion, ambas
variables estan correlacionadas significativamente (rs= 0,330; p < 0,05) y el modelo que
mejor se ajusta es el de regresion lineal, mostrando una relacién significativa entre ambas

(p < 0,0001).

A partir del analisis de covarianza, se observa mediante la media ajustada, que las
dimensiones del ancho de disco son mayores que los de la longitud de éste en un
determinado tamafio del embrion (ANCOVA una via, F=5,669; p= 0,0206). Ademas, en
base a la prueba de homogeneidad de pendientes, el ancho de disco crece a una mayor

velocidad con respecto a la longitud del disco a lo largo del desarrollo (F=122; p=0,0001).
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5. DISCUSION

Si bien el estudio del desarrollo embrionario en peces cartilaginosos viene desde la
época de Aristoteles (Wourms & Demski 1993), muchas de estas investigaciones no han
permitido determinar una escala completa tanto descriptiva como temporal (Ballard et al.
(1993). Esto se debe a la dificultad de obtener las muestras y la manipulacion de éstas,
principalmente en los primeros estadios en el desarrollo embrionario temprano. Muchos de
estos estudios se han complementado con otros, intentando llenar vacios o determinando
una escala de tiempo al desarrollo (Wourms & Demski 1993, Hopwood 2007. Luer et al.
2007). Como se ha visto en trabajos realizados por Ballard et al. (1993), Hernandez et al.
(2005), Joung & Hsu (2005) Caldeira (2006), Luer et al. (2007), Hoff (2009), Ebert &
Cowley (2009) cada estado es caracterizado por la aparicion de una 0 mas estructuras
importantes o eventos especificos. Las caracteristicas utilizadas en este estudio permitieron
determinar facilmente una escala macroscépica de nueve estadios de desarrollo embrionario
para Sympterygia lima, donde los rasgos elegidos fueron de facil reconocimiento y los que
se complementaron con observaciones del endoesqueleto cartilaginoso. Sin embargo, segln
Caldeira (2006), los cambios morfoldgicos se producen de forma progresiva, con
variaciones individuales y a tiempos diferentes para cada caracter. Por lo tanto, es el
conjunto de las caracteristicas el que debe determinar la etapa del desarrollo. Existe gran
subjetividad en el numero de estados que se determinan para cada especie, dependiendo de

las caracteristicas que se consideran (Tabla 5).
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Tabla 5. Comparacion del nimero de estados propuestos por diferentes autores.

Semejanza con estados

Autor Especie N° Estados
propuestos

Ballard et al. 1993 Scyliorhinus canicula 36 A partir del estado 21
Didier et al. 1998 Callorhinchus milli 36 A partir del estado 26

) Schroederichthys ]
Hernéandez et al. 2005 o 6 A partir del 2° estado

Chilensis

Caldeira 2006 Sympterygia acuta 35 A partir del estado 20
Harahush et al. 2007 Chiloscyllium punctatum 3 Todos
Luer et al. 2007 Raja eglanteria Temporales A partir de la 42 semana
Ebert & Cowley 2009 Dasyatis chrysonota 6 Todos

Bathyraja aleuticay .
Hoff 2009 ] . 6 A partir del 2° estado
Bathyraja parmifera

Muchos de los estudios que abarcan el desarrollo temprano en condrictios presentan
escalas que componen un mayor nimero de estados (Balfour 1878, Clark 1922, De Beer
1932, Ballard et al. 1993). Otros estudios como Caldeira (2006) y Didier et al. (1998)
comienzan sus descripciones a partir del estado 17, considerando que en las etapas previas
se producen los sucesos del desarrollo temprano. Los estudios que presentan un menor
namero de estados (Hernandez et al. 2005, Joung & Hsu 2005, Harahush et al. 2007, Ebert
& Cowley 2009, Hoff 2009) consideran principalmente la relacion de diversas
caracteristicas y observan su evolucion como conjunto. Luer et al. (2007) por su parte, no
hablan de numero de etapas, sino mas bien, de acontecimientos que ocurren en un
determinado tiempo. Asi mismo, Ballard et al. (1993), presentan también una escala con
temporalidad, describiendo detalladamente los eventos que ocurren durante el desarrollo.
Otros trabajos, especifican sus estudios en funcion de la condrogénesis de distintas

estructuras del endoesqueleto, como lo hizo Edgeworth (1926), De Beer (1931, 1932),
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Graham (2001), Tanaka et al. (2006), Dahn et al. (2007), Gillis et al. (2009a, 2009b, 2011,
2013). En este trabajo, segin los caracteres considerados, el numero de estados
determinados fueron los adecuados. Si bien los cambios durante las primeras etapas del
desarrollo se producen rapidamente, en los Gltimos estadios estos ocurren de forma mas
pausada, siendo mas dificiles evidenciar diferencias que marquen un cambio en los estados
(Hoff 2009). Frente a esto, el método de diafanizacion permitié observar caracteristicas o
cambios importantes que sucedian en el endoesqueleto y que, a través de la observacion

directa de la morfologia externa, no era posible evidenciar.

Las primeras etapas del desarrollo embrionario son generalmente las mas dificiles
de estudiar en condrictios oviparos (Clark 1922, Ballard et al. 1993, Didier et al. 1998,
Caldeira 2006, Luer et al. 2007) debido principalmente a la fragilidad y tamafio de los
embriones y saco vitelino, sumado a que el desarrollo temprano ocurre en el oviducto
(Templeman 1982, Luer & Gilbert 1985, Ballard et al. 1993, Didier et al. 1998, Verisimo et
al. 2003, Caldeira 2006, Luer et al. 2007, Concha et al. 2009, Galindez et al. 2010). Gillis
& Shubin (2009), describen que los évulos fecundados estan protegidos por una cubierta
gelatinosa, que al manipularse y entrar en contacto con el medio, resulta en la muerte del
embrion. En los estadios mas avanzados, la abertura de las fisuras respiratorias y la
absorcion de dicha sustancia gelatinosa o gel (Luer et al. 2007), permiten una mejor
manipulacion del embrion, sin provocar su muerte (Gillis & Shubin 2009). Durante este
periodo, y manteniendo condiciones apropiadas del agua, el embridn puede removerse de la
capsula ovigera, permitiendo por tanto una descripcion paralela al desarrollo del animal,

que crece y se desarrolla normalmente hasta que el vitelo es absorbido completamente.
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Existen tres caracteristicas principales que determinan un embrion en estado de pre-
eclosion: la degradacion del gel, el desarrollo del filamento caudal y la abertura de las

fisuras respiratorias de la capsula ovigera.

Durante las primeras etapas, el vitelo no presenta una estructura que le da soporte,
pero se estabiliza por la presencia de una especie de gel que llena los espacios que el
embrion y el vitelo no ocupan. La importancia del gel no esta del todo clara pero se piensa
que es importante para el éxito del desarrollo del embridn asi también de proteccion fisica
al vitelo. Estudios realizados en otras especies sefialan que este gel podria ser la clave en
proteger al embridon en estados temprano del agua de mar hasta que desarrollen las
habilidades para la osmoregulacion (Luer et al. 1985). El gel comienza progresivamente a
disolverse o a degradarse enzimaticamente. Una vez que esto sucede, los canales

respiratorios se abren (Clark 1927, Luer et al. 2007).

Las fisuras o canales respiratorios, aunque en el desarrollo temprano estan cerradas
y protegidas con albumen, en los Ultimos dos tercios del desarrollo embrionario permiten el
ingreso de agua de mar (Leonard et al. 1999, Luer et al. 2007). Se ha observado que cuando
las fisuras estan tapadas por sedimentos, la mortalidad de los embriones es del 100%
(Leonard et al. 1999). Es por esto que se asume, que aunque la capsula sea permeable a
ciertos metabolitos, a medida que el embridn crece, el intercambio con el medio externo no
es suficiente por lo que la entrada del agua permite obtener mas oxigeno y remover los
desechos metabodlicos (Luer & Gilbert 1985, Leonard et al. 1999, Hoff 2009). El desarrollo
completo del filamento caudal y la abertura de las fisuras respiratorias sugieren un sistema

coordinado, asegurando la generacion de corrientes de agua que provean al embrion del
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intercambio (Hoff 2009). Leonard et al. (1999) sefiala que la necesidad de oxigeno es el
agente gatillante para la movilidad de esta estructura que se inserta en uno de los cuernos de
la capsula. Hoff (2009) utiliz6 un modelo de regresion lineal que le permitio ver los
cambios en el crecimiento de este filamento. Observo que en un principio, el crecimiento es
rapido, seguido por una etapa estatica donde no se producen mayores cambios, seguido por
una absorcion rapida y desapareciendo finalmente después de la eclosion (Leonard et al.
1999, Hoff 2009). La mayoria de los estudios de desarrollo embrionario que se enfocan en
el filamento caudal como caracter de interés, sefialan que la aparicion de éste ocurre entre el
primer y segundo tercio del desarrollo, en conjunto con la desaparicion del gel (Luer &

Gilbert 1985, Luer et al. 2007, Hoff 2009).

Se demostré que el consumo del vitelo externo en Bathyraja aleutica y B. parmifera
se ajustaba a dos modelos diferentes (Hoff 2009). Primero se observaba una disminucién
lineal del saco vitelino con respecto a la longitud del cuerpo, pero alcanzando el quinto
estado, no se observaba saco vitelino externo ni remanentes de él, pero que si se apreciaba
vitelo interno en la cavidad estomacal, cayendo drasticamente la curva del diametro del
saco vitelino. Lo mismo fue observado en S. lima, quien presentd la misma tendencia en el
didmetro de vitelo con respecto a la longitud total (Fig. 20). El rdpido consumo del vitelo
en un determinado momento, podrian sugerir un mayor gasto energético, tras abrir las
fisuras y por consiguiente el movimiento constante del filamento caudal hasta su eclosion.
Durante ésta investigacion se pudo determinar que el crecimiento del embridn esta
relacionado inversamente con el consumo del vitelo, y que ya llegando al final del proceso
embrionario, el saco vitelino ha sido consumido casi en su totalidad, presentando s6lo un

remanente interno en la cavidad abdominal. En un comienzo, el peso del embrion (con
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vitelo) no presenté mayores variaciones (Tabla 2). Sin embargo, a partir del Estado V, el
peso de éste en relacion a la longitud presentada por los embriones, mantuvo un aumento
progresivo en los estados sucesivos (Fig. 21). Sin embargo, aunque los cambios en el peso
presentan una variacion leve entre cada estado, se pudo determinar que ésta caracteristica
estd relacionada significativamente con el crecimiento del embrion. Wourms & Demski
(1993) hacen referencia a un estudio realizado en Scylorhinus canicula, que sefiala que
durante la primera fase del desarrollo, entre los 0 y 85 dias, muy poco vitelo es utilizado.
Sin embargo, el saco vitelino interno comienza a transferirse a través de la valvula espiral,
hasta el intestino. Segun este estudio, solo el 20% de la masa seca del vitelo es utilizada
durante el desarrollo.

Existen algunas excepciones con respecto a la tendencia que presenta la medicion
del diametro del saco vitelino y el peso del embrién con saco vitelino. La primera, debido a
la flexibilidad y a la modificacion de esta estructura en la capsula Petri al momento de
medirlo. Es por esto que quizads una mejor consideracion seria pesar al embrion, con vitelo

y sin, y encontrar asi la relacion del consumo de éste por parte del embrion.

Durante el periodo de incubacion, el embridn es extremadamente activo, en especial
tras abrir los canales respiratorios. Luer & Gilbert (1985) y Luer et al. (2007), observan que
debido al reducido espacio al interior de la capsula ovigera, el embrién de Raja eglanteria
tuerce su cola en 180° con respecto al cuerpo, y continua su crecimiento. Tras la torsion del
cuerpo Yy, cuando el vitelo externo es consumido casi en su totalidad, el embrién movera la
pelvis y cola a su posicion original, generando la fuerza necesaria para salir por entre las
capas de las capsulas ubicadas en la region anterior de ésta en R. eglanteria. Tras desdoblar

sus aletas pectorales, nada libre fuera de la capsula. En S. lima, se observd que los
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embriones eclosionaron por la region posterior de la capsula, y al igual que R. eglanteria,

su cuerpo presentaba una torsién, ademas del plegamiento dorsal de sus aletas pectorales.

El periodo de gestacion entre elasmobranquios varia segin especie y estrategia
reproductiva, describiéndose algunos que van desde 3 meses hasta 22-24 meses (Wourms
& Demski 1993, Stehmann 2002). Durante esta investigacién, no se relacionaron los
diferentes caracteres de interés con una escala de tiempo y, por tanto, periodo de
incubacidn. Si bien, muchas capsulas mantenidas en laboratorio no alcanzaron un completo
desarrollo debido a diferentes causas, se logro obtener un periodo de 90 dias en que éstas
aun no abrian sus fisuras respiratorias. Clark (1927) sefiala que la incubacién en especies
oviparas como Raja clavata varia entre los 121 y 168 dias, R. brachuyra entre 189 — 219
dias y en R. microocelata cerca de 240 dias. Luer et al. (2007), determinan un periodo, bajo
condiciones controladas de temperatura, de 12 semanas para Raja eglanteria. Wourms &
Demski (1993) sefialan que la gestacion de Scyliorhinus canicula se lleva a cabo entre 170-
220 dias. Jafiez & Sueiro (2007) en su estudio de Sympterygia bonaparttii determinaron
que el periodo completo del desarrollo embrionario demora 135 + 10 dias. Por su parte,
Caldeira (2006) sefiala que la abertura de las fisuras respiratorias se abren
aproximadamente en la mitad del proceso de gestacion en Sympterygia acuta. Concha et al.
(2013) observaron en S. lima que las capsulas abrieron sus fisuras después de tres meses
depositadas, sugiriendo un periodo de incubacidn de entre seis a siete meses. Estas escalas
podrian indicar que el periodo gestacion de Sympterygia lima se aproxima a lo descrito por

estos autores.
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En las primeras etapas, la ontogenia de batoideos es similar a tiburones. En ambos
grupos, el desarrollo embrionario es casi el mismo, ambos presentan un cuerpo filiforme
hasta que las aletas pectorales, en rayas, comienzan a desarrollarse, originando el disco
caracteristico (Caldeira 2006). Las principales diferencias que se presentan entre ambos es
la disposicién de los arcos branquiales que se ubican ventralmente en rayas y tener aletas
pectorales que se conectan laterales al tronco y cabeza, formando el disco. Tanto los ojos
como los espiraculos, que en un comienzo se encuentran lateralmente, se trasladan a la

superficie dorsal del cuerpo (McEachran & de Carvalho 2002).

En Sympterygia lima, caracteristicas como la posicién y aplanamiento del morro, el
que en un comienzo se abulta anteriormente y termina aplandndose dorsalmente al final del
desarrollo, muestran cdmo los ejes del cuerpo varian en su forma con respecto a la forma
inicial, comun en elasmobranquios. En el Estado 1V, el morro pierde su ubicacion en el
extremo anterior para situarse en la superficie dorsal de la cabeza, en este punto hacia
adelante el morro comienza su aplanamiento. Las capsulas Opticas se ubican lateralmente
en Estados I, Il y 111, y se trasladan progresivamente hacia la zona dorsal, donde cerca de
Estado Il y IV, adquieren su posicion definitiva. Las capsulas Gticas y nasales, si bien
presentan pequefios desplazamientos, se mantienen siempre dorsales y ventrales,

respectivamente.

Externamente, los inicios de la pigmentacion en los embriones de S. lima se
observan en el Estado IV y comienza desde la zona caudal hacia la zona anterior del
cuerpo. Gradualmente, ésta avanza hacia la region anterior por medio de un patron de

manchas, el cual se va intensificando con el transcurso del desarrollo. Segln lo descrito
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para Raja brachyura (Clark 1927), Daysatis chrysonota (Ebert & Cowley 2009),
Schroederichthys chilensis (Hernandez et al. 2005), Raja eglanteria (Luer et al. 2007),
Isurus oxyrinchus (Joung & Hsu 2005), Bathyraja aleutica y B. parmifera (Hoff 2009), la
pigmentacion sigue este mismo patron, aungue ocurre en estados diferentes, dependiendo
de la escala propuesta para cada uno de ellos. Por su parte, al igual que la pigmentacion, el
completo feston de la cola y la aparicion de los aguijones dorsales de en ella, ocurren hacia
el Gltimo tercio del desarrollo embrionario. Estos aguijones y su distribucién en la cola,
marcan un caracter taxonémico. La diferenciacion de Sympterygia lima con su congénere S.
brevicaudata, es posible mediante la presencia de un aguijon interdorsal que se encuentra
entre las aletas dorsales en ésta Gltima. Esta caracteristica puede ser evidenciada a partir del

Estado VIII, y con mayor exactitud durante el Estado IX.

El crecimiento del disco de Sympterygia lima presenta una tendencia lineal, la cual
esta estrechamente relacionada con el aumento en la longitud total del embrién. A medida
que el embrion crece, también lo hace el ancho y longitud del disco, siendo dependientes
de dicha variable. Sin embargo, el anlisis de covarianza permitié determinar que el ancho
del disco es mas grande que la longitud del disco y presenta mayor aumento a lo largo del

desarrollo embrionario.

En todos los gnatostomados, el desarrollo de las aberturas faringeas da origen al
arco mandibular, seguido por el arco hioideo y, caudal a este, los arcos branquiales
(Graham 2001). Sin embargo, dentro de los condrictios, muchas de estas estructuras
presentan diferencias. En el Estado | y Il, se observan seis aberturas faringeas las que aun

no se han diferenciado completamente y presentan, en un comienzo, desarrollo similar a los
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tiburones. Sin embargo, se resaltan ciertas estructuras, no tan definidas que formaran los
futuros arcos. Ya en el tercer estado, a medida que evoluciona el desarrollo de Sympterygia
lima, es posible identificar cada uno de estos arcos y la reubicacion ventral de estas
estructuras acorde a la morfologia discoidal que ésta presenta. Los arcos o aberturas
faringeas se presentan en las primeras etapas del desarrollo embrionario tardio. De Beer
(1931) pudo identificar a partir de la primera etapa propuesta para Scyliorhinus canicula, la
presencia de las estructuras que formaban la mandibula y arco hioideo. Si bien en este
estudio no se logré observar la sucesién en que éstas comienzan a abrirse, Luer et al.
(2007) en sus estudios de Raja eglanteria, sefialan que el segundo arco faringeo es el
primero en abrirse, seguido por el primer arco, hioideo o espiraculo. Las demas aberturas se
abren en orden sucesivo y presentan filamentos branquiales, que aparecen sucesivamente,
menos en la abertura que originara el espiraculo. Para la pintarroja, Schroederichthys
chilensis (Hernandez et al. 2005), quien cuenta con 6 aberturas faringeas, la primera
abertura correspondera al futuro espirdculo o hiomandibular, la segunda a la primera
hendidura branquial y la abertura de éstas sigue el mismo patron explicado para R.

eglanteria.

El arco mandibular, formado por el palatocuadrado y cartilago de Meckel, presentan
una transicion de antero ventral, a completamente ventral al igual que los 5 arcos
branquiales. Luer et al. (2007) sefialan que los arcos mandibulares cambian de una forma
de diamante a oval en los primeros estadios de Raja eglanteria, suceso que también se
complementa con la transicion de las capsulas olfatorias en narinas y que fue observado

durante este estudio.
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En condrictios, el estudio del arco hioideo ha sido tema de discusion durante afios
(Edgeworth 1926, De Beer 1931, 1932, Compagno 1999c, Gillis & Shubin 2009, Gillis et
al. 2009a, Gillis et al. 2011), debido al desarrollo y a la variada composicién que se
presenta entre holocéfalos, tiburones y rayas. Si bien en los primeros estas estructuras y sus
variaciones parecen ser homologas, en rayas la formacion de un arco pseudohioideo,
caracter anico en condrictios, marca una divergencia entre estos grupos. Para comenzar, el
palatocuadrado estad libre de ligamentos unidos al craneo y sélo le da soporte la
hiomandibula la cual, a diferencia de los tiburones, no presenta radios branquiales. El arco
pseudohioideo, segmentado en epi-, cerato- e hipospeudohial, se sitia entre la
hiomandibula y los arcos branquiales. Al parecer tanto el cartilago bashial como ceratohial,
el cual ha disminuido su tamafio en rayas, se han unido entre ambos y separados de la
hiomandibula para formar lo que describen los autores como arco pseudohial, que asemeja
fisicamente a un arco branquial pero que cumple la funcién homéloga del arco hioideo.
(Compagno 1999c, Gillis & Shubin 2009, Gillis et al. 2009a). La mayoria de las
investigaciones en relacion al arco hioideo, no sélo en condrictios, sino en gnatostomados
en general, intentan dilucidar si son sélo cambios estructurales y funcionales, o tienen

importancia filogenética.

Durante esta investigacion, se observo primeramente el desarrollo de cartilagos que
formaban indistinguiblemente los arcos. A medida que la condensacion de los cartilagos
fue mayor, se pudo reconocer mas facilmente las estructuras descritas anteriormente,
siguiendo el mismo patron observado en Leucoraja erinacea (Gillis et al. 2009a). El
cartilago bashial en la zona media de la cabeza se une por sus dos extremos laterales

primero a un ceratopseudohial y luego al hipopseudohial el cual se articula mediante la
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hiomandibula a la mandibula, y que en conjunto con los arcos branquiales le dan soporte a

la boca, lengua, faringe y branquias (Compagno 1999c).

Por su parte, las aberturas branquiales de S. lima, en un inicio, ubicadas
lateralmente, estan provistas de filamentos desde el primer estado. A partir del Estado 11,
éstos se presentan altamente irrigados, sefialando una vascularizacion hacia la region
branquial. Estas estructuras comienzan a aumentar su longitud, llegando a su maximo cerca
del quinto estado donde dichas aberturas se han desplazado en su totalidad hacia la zona
ventral del cuerpo. Esto ha sido observado en la gran mayoria de los estudios de desarrollo
embrionario que se basan en morfologia externa para determinar los estadios. Los
filamentos branquiales, que ayudan a la obtencién de oxigeno que ingresa a la cépsula
ovigera, comienzan a ser gradualmente absorbidos y a medida que se acerca la eclosion en
Sympterygia lima, cerca del Estado VII, los filamentos han desaparecido completamente,
indicando que las branquias estan listas para cumplir su funcion en el medio ambiente.
Ebert & Cowley (2009) corroboran que una vez que los filamentos branquiales
desaparecen, se observan las aberturas branquiales completamente formadas. Los arcos
branquiales presentan cuatro segmentos cartilaginosos (faringo-, epi- cerato- e
hipobranquiales). El primer arco branquial se articula con el pseudohioideo, y los cuatro
restantes con la cépula basibranquial. Esta estructura parece ser de importancia
filogenética, ya que se ha observado variaciones en su numero y tamafio. Por su parte, en
los primeros cuatro arcos branquiales, tanto los ceratobranquiales como epibranquiales
estan provistos de pequefios radios. Estos, dirigidos hacia el septo branquial y, debido a las
hendiduras abiertas que presentan las branquias, cumplen la funcion protectora de las

lamelas branquiales. En Leucoraja erinacea, los radios en cada branquia fueron
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enumerados y podria, probablemente, conducir a un caracter taxonémico. Sin embargo, en

S. lima, estos radios no fueron contabilizados (Gillis et al. 2009a, Gillis et al. 2011).

En los primeros estados de S. lima, tanto las aletas pectorales como pélvicas no
presentan mayor envergadura, mostrandose también separadas entre si. Conforme el
desarrollo embrionario avanza, las proporciones del cuerpo van cambiando, las aletas
pectorales se desplazan lateral y dorsoventralmente, formando el disco, y asi también la
proporcién del disco con respecto a la longitud del cuerpo (Figs. 18, 19). Segun lo sefialado
por Luer et al. (2007) para Raja eglanteria, la expansion gradual de las aletas pectorales
ocurre aproximadamente entre la cuarta y séptima semana de gestacion, momento en que
las aletas pectorales comienzan a tomar forma de disco. Lo mismo fue observado por Hoff
(2009) en Bathyraja parmifera quien describe que hasta el segundo estado propuesto para
esa especie, el cuerpo es alargado y sin la formacion del disco, situacion que cambia en el
tercer estado donde ocurre la formacion de éste, creciendo rapidamente hasta el fin del
periodo de gestacion. Aungue en esta investigacion no se logré determinar la temporalidad
de los diferentes estadios, es en el Estado Ill en que se presenta un ensanchamiento de las
aletas pectorales y aproximacion a las aletas pélvicas. Esto se hace evidente también con el
desarrollo de los cartilagos tribasales que forman las aletas pectorales y el basipterigio en
las pélvicas (Gillis & Shubin 2009). Las aletas se extienden lateralmente por la constante
generacion de radios, los cuales se van segmentando a medida que el disco toma mayores
proporciones. De acuerdo con el avance del desarrollo, tanto los cartilagos basales como los
radios, aumentan en numero de segmentos. En batoideos, las aletas pueden presentar entre

9 a 30 segmentos radiales, y en los radios distales, las segmentaciones pueden separarse
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longitudinalmente en dos (Compagno 1999c). En S. lima, la division de los radios distales

de las aletas fue observado a partir del Estado IV.

En machos, el basipterigio se ve modificado en su extremo posterior, donde se
origina el mixopterigio o clasper. Por esta razon, a partir del Estado IV es posible
determinar el sexo del embrién. Si bien en hembras esta estructura no esta presente, el
basipterigio se ve segmentado al igual que el metapterigio en las aletas pectorales. Hoff
(2009) evidencia el desarrollo de 6rganos copuladores en machos en el Estado Il de la

escala propuesta para Bathyraja parmifera.

La condrogénesis ha sido descrita como un proceso que se desarrolla en
elasmobranquios de anterior a caudal (Gillis et al. 2009a, Gillis et al. 2012) como fue visto
en Leucoraja erinacea (Gillis & Shubin 2009, Gillis et al. 2009a) y en Sympterygia lima
durante el desarrollo de este estudio. Se observOo a partir de los primeros estadios la
condensacion de los cartilagos de los diferentes arcos. Posterior a éstos, en el Estado Ill, se
observa que la cintura pectoral comienza a adquirir mayor grado de condrificacion, el cual
es sequido, posteriormente, por la cintura pélvica y en caso de machos, por el mixopterigio.
A medida que los cartilagos basales de las aletas se forman, también se expanden
lateralmente donde en la base de los ejes de estos cartilagos basales comienza la formacion
de los cartilagos radiales, demostrando un segundo eje de condrogénesis (Goodrich 1930).
Segun Oster et al. (1988) los apéndices se desarrollan secuencialmente y el desarrollo

proximal de estos es iniciado por un solo foco de condensacion.

Existen tres teorias principales sobre las variaciones en la estructura cartilaginosa
del arco hioideo. La primera sefiala que el arco pseudohial es de hecho el ceratohial ausente
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en rayas y el que se articula con la hiomandibula. De Beer (1932) plantea una segunda
teoria, basadndose en la formacion del arco hioideo producto de la desconexion,
modificacion y posterior union de los radios branquiales del arco hioideo. Finalmente,
Gillis et al. (2009a) proponen una teoria de que tanto la hiomandibula como el arco
pseudohioideo en batoideos son componentes de un mismo arco comudn y ancestral en
tiburones y que se han separado durante las etapas de condensacion de los cartilagos. Las
aletas pareadas, pectorales y pélvicas, no estan exentas de cuestionamiento sobre su origen.
Existen también variadas teorias al respecto, enfocandose principalmente en el desarrollo
de estas. La teoria de Gegenbaur (1878) sugiere que estas aletas se originaron de un altimo
arco branquial, y que los radios de las aletas serian modificaciones de los radios
branquiales. Una segunda teoria, propone que las aletas se originaron a partir de pliegues de
la linea media (Balfour 1881). La importancia de las modificaciones en las estructuras
cartilaginosas en batoideos podrian deberse a la importancia de la articulacion y formacién
del disco, la cual debe estar provista de un buen soporte en el area de las branquias,
permitiendo el movimiento fluido de las aletas pectorales y la abertura coordinada de las
branquias ventrales. Gillis et al. (2009b, 2013), mediante estudios genéticos, concluyeron
gue aunque existe variacion en estas estructuras, su funcionalidad es similar, determinando
homologias entre los diferentes grupos y patrones de genes que se presentan en ambos. En
este caso, la importancia de los trabajos en ontogenia radica en la posibilidad de observar
la formacion de estas estructuras, y en caso de la genética, estudiar si dichas estructuras
presentan un patron comudn de genes. Para poder determinar o acercarse a una de estas

teorias debiera hacerse un estudio méas exahustivo de cada una de las partes que forman
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estas estructuras consideradas filogenéticamente importantes. Debiese ser posible

determinar variaciones en tamafio y posicion con respecto a otras especies.

Aunque esta tesis se basa en la descripcion de acontecimientos que ocurren a nivel
externo y del endoesqueleto, mediante diafanizacion se pudo evidenciar un caracter que se
hace notorio a partir del Gltimo tercio del desarrollo embrionario. En el Estado VII, se
comienzan a hacer notorios los canales que daran origen a la linea lateral. Desde el centro
de la cabeza y pasando por un ganglio sensorial del créneo, estos canales se expanden
ventral y lateralmente hacia los extremos de las aletas pectorales. A partir del Estado VI,
estos canales adquieren un mayor grosor y longitud, cubriendo casi en su totalidad las
pectorales. Ya en el estado IX, la linea lateral se encuentra con sus puntos terminales
cubriendo toda la superficie ventral y los bordes de las aletas. En la zona ventral del rostro,
cercano a la boca y narinas, existen méas de estos terminales, que posiblemente daran origen
a las ampollas de Lorenzini, caracteristicas en condrictios. Tricas (2001) sefiala que las
ampollas de Lorenzini, constituyen un sistema sensorial electroreceptivo con terminaciones
mucosas y que presentan funciones en la deteccion y captura de presas. Se ubican
extensamente en la superficie de la cabeza y en las aletas pectorales en batoideos.
Dependiendo de los habitos de la raya, serd la distribucion en mayor cantidad en la
superficie dorsal o ventral. Segun Goémez & Parago (2005) podrian existir modificaciones
ontogénicas en la distribucion de estos poros pudiendo ser utilizados en la identificacion
taxonomica. Con respecto a la linea lateral, ésta conforma un organo mecanosensorial
formado por varios canales que presentan variados grados de complejas bifurcaciones y
que, en batoideos, se expanden lateralmente a las aletas pectorales (Hueter et al. 2004).

Estos organos permiten detectar el movimiento del agua generados por la actividad de la
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presa 0 depredador (Maruska 2001). Maruska (2001) también propone que la distribucion
de esta linea podria tener importancia filogenética de acuerdo a los estudios realizados en
Narcine brasiliensis, Raja eglanteria, Gymnura micrura, Dasyatis sabina y Sphyrna tiburo.
Gillis & Shubin (2009), sefialan que el estudio de genes especificos en relacién a los
Organos sensoriales permiten hacer un mapeo de como se desarrollan estos érganos en
condrictios, ademas de mostrar un grado de conservacion de estos genes en el desarrollo de

gnatostomados.

Este estudio embrioldgico en la raya Sympterygia lima, aporta nuevas evidencias
sobre su desarrollo tardio. Esta informacion no se encuentra disponible para la especie y, en
conjunto, la descripcion morfoldgica externa y endoesquelética, marcan un precedente para
futuros estudios con respecto al tema. En cuanto a la morfologia externa, se debiera poner
mayor énfasis en caracteristicas que separan a esta especie de otras y que pudieran ser
distinguibles a nivel embrionario. Es necesario encontrar la metodologia correcta que
permita el estudio de la segmentacion y la formacién del cuerpo en los primeros estadios
del desarrollo temprano, pudiendo determinar también el periodo de gestacion y tiempo en
que ocurren los cambios analizados. Se sugiere, y en relacion a la filogenia, poner mayor
énfasis en las estructuras especificas que conforman los arcos branquiales y el hioideo, asi

como el desarrollo de las aletas pélvicas y pectorales.
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6. CONCLUSIONES

Bajo el enfoque de la vulnerabilidad de ésta especie debido a las pesquerias, este
estudio podria tener mayor relevancia en poder identificar habitats criticos, necesarios
para una reproduccion exitosa.

El desarrollo embrionario de Sympterygia lima, propone un sistema coordinado,
demostrando que muchas modificaciones se producen por una secuencia sincronizada
de factores, donde la presencia o0 ausencia de una determinada estructura gatilla
cambios en otra. Se sugiere que en estudios posteriores, la descripcion de los caracteres
de interés estén acompafiados de una muestra control que permita aportar con una
escala de tiempo a los cambios que se van evidenciando.

El desarrollo embrionario temprano debiera ser una prioridad para futuros estudios.
Desarrollar técnicas que permitan la manipulacion y descripcion de los cambios que
suceden en el inicio del proceso embrionario es fundamental para el correcto estudio de
la embriologia de una especie.

El estudio meristico de ciertas caracteristicas como aguijones, cartilagos radiales en las
aletas, filamentos branquiales, entre otros, podrian aportar informaciéon taxonémica
importante.

Ademas de la tincion con azul de Alcian para los cartilagos, se podria probar con rojo
de Alizarina para experimentar si existe algun grado de calcificacion en el esqueleto de

elasmobranquios.
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e Con un estudio mas exhaustivo de los cartilagos considerados claves en la filogenia de
los elasmobranquios, se podria determinar si existe 0 no, y en qué nivel, divergencia

entre ésta especie y otros grupos de batoideos.
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