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type of mineralization. PD = proximo-distal direction. Blue is for cartilage purple for
aerolar mineralization, red for a crustal pattern of tesserate mineralization, and pink
for a catenated pattern of tesserate mineralization. .........c..cceceevuerieneriieneenenieneenne. 182
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RESUME

La biologie évolutive du développement (Evo-Dévo) propose une approche
dynamique dans la solution des questions évolutives, en étudiant les mécanismes
développementaux apportant des changements au niveau du phénotype d’un
organisme. C’est dans un contexte Evo-Dévo que certaines études requiérent
I’utilisation de jeunes stades développementaux provenant d’organismes modeles,
organis€s en une séquence d’ages croissants afin de voir la progression du
développement au cours de I’ontogénie. Ces séquences développementales sont
devenues des outils importants afin de décrire et comparer 1’ontogénie de
différentes especes et déterminer les changements produits au cours de cette
période, et mieux comprendre comment ces changements ont affecté leur
évolution. Ces comparaisons permettent, entre-autres, de déterminer une condition
basale (plésiomorphe) en comparant la condition présente chez un groupe
phylogénétiquement basale, comme les chondrichthyens (requins, raies, chimeres)
a celle plus dérivée des ostéichthyens (poissons osseux). Les séquences
développementales sur la progression de la mise en place des ¢léments
endosquelettiques et leur minéralisation ont été étudiées intensément chez les
ostéichthyens, mais aucune description de séquence complete n’est disponible pour
les chondrichthyens. Cette situation est regrettable, car elle rend difficile la
polarisation des conditions observées chez les ostéichthyens. De plus, I’analyse de
séquences de chondrification et de minéralisation permettrait une compréhension
accrue dans la formation et I’évolution de systémes morphologiques, tels les
nageoires paires. Aussi, la présence (ou I’absence) d’homologie entre des systémes
morphologiques présents chez les chondrichthyens ont été établies sans I'utilisation
du critére ontogénétique ; pourtant la similarité de développement constitue un
facteur important dans la reconnaissance objective d’homologie. La description et
I’analyse de la progression de la chondrification et de la minéralisation chez deux
especes de chondrichthyens sont I’objectif de cette these.

Le premier volet avait pour objectif, en étudiant I’ordre et la mise en place des
¢léments cartilagineux chez un chondrichthyen, la chimére-¢léphant
(Callorhinchus milii), de valider la condition d’homologie sériée des nageoires
paires, et de comparer la progression de la chondrification des nageoires paires
entre les chondrichthyens et avec les ostéichthyens. Les résultats de cette étude
sont les premiers a démontrer chez la chimere-éléphant que : (1) "ordre et la
direction de mise en place des éléments cartilagineux sont similaires entre les
nageoires pectorales et pelviennes, supportant leur statut d’homologues sériés ;
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(2) la grande similitude morphologique et développementale entre ces nageoires
suggere la présence de modules morphologiques et développementaux issus d’une
duplication ; (3) le développement des nageoires paires est généralement similaire
chez les chondrichthyens et (4) les conditions basales chez les gnathostomes
vivants actuels incluent la présence de modules au niveau des nageoires paires,
d’une direction de développement proximo-distale et la formation des nageoires
pectorales avant les pelviennes. Ainsi, les stades ontogénétiques représentent une
importante source d’informations morphologiques non décelées chez le phénotype
adulte, et doivent étre incorporés dans 1’étude des conditions plésiomorphes des
gnathostomes actuels.

Le deuxiéme volet avait pour objectif, en étudiant 1’ordre et la mise en place des
¢léments cartilagineux chez un chondrichthyen, la chimére-¢léphant (C. milii), de
vérifier la présence d’homologie entre la région occipitale du chondrocrane et la
région antérieure de la colonne vertébrale, de vérifier si la composition (éléments
vertébraux) incorporés dans la région occipitale des chondrichthyens étaient
homologues, et si les synarcua des raies et des chiméres étaient homologues. Cette
étude a révéle que (1) la formation de la région occipitale et antérieure de la
colonne vertébrale différaient au cours de leur développement ; (2) que la
composition (éléments vertébraux) de la région occipitale des chondrichthyens
n’est pas homologue entre les différentes especes et (3) que les synarcua des
chimeres et des raies ne sont pas homologues. Cette étude utilise, pour la premiére
fois, le critére ontogénétique dans ’attribution de non-homologie de la région
occipitale et la région antérieure de la colonne vertébrale, et entre les synarcua de
chondrichthyens.

Le troisiéme volet avait pour objectif, en décrivant la minéralisation chez un
chondrichthyen, la raie épineuse (Amblyraja radiata), de comparer sa progression
de minéralisation a celle présente chez d’autres chondrichthyens et ostéichthyens
afin d’établir des tendances générales de la minéralisation. L’ordre, les patrons et
les directions de minéralisation sont décrits pour la premiére fois chez un
chondricthtyen. L’ ordre et les directions de minéralisation sont similaires chez les
chondrichthyens, et certaines tendances évolutives sont inférées pour les
gnathostomes actuels. Un ensemble de contraintes phylogénétiques et mécaniques
sont a I’origine de ces tendances.

Mots-clefs :

Chimere-¢léphant, raie épineuse, Callorhinchus milii, Amblyraja radiata,
ontogénie, chondrification, minéralisation, nageoires paires, tesserae,
minéralisation aréolaire
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ABSTRACT

Evolutionary developmental biology (Evo-Devo) proposes a dynamic approach in
solving evolutionary questions, by studying the developmental mechanisms causing
changes at the phenotypic level of the organism. It is within this Evo-Devo context
that certain studies require the use of early developmental stages from model
organisms, organized in sequences of increasing age in order to see the progression
of development during ontogeny. These developmental sequences have become
important tools in order to describe and compare the ontogeny of different species
and determine changes occuring during this period, and how these changes have
affected their evolution. These comparisons allow, among other things, to
determine a basal (plesiomorphic) condition by comparing a phylogenetically basal
group, such as chondrichthyans (sharks, skates and chimaerids) to the more derived
one of osteichthyans. Furthermore, the analysis of chondrification and
mineralization sequences would allow a better understanding of the formation and
evolution of morphological systems, such as paired fins. Also, the presence (or
absence) of homology between morphological systems observed in
chondrichthyans has been established without the use of the ontogenetic criteria;
however, similarity in development represents an important factor in the objective
recognition of homology. The description and analysis of the progress of
chondrification and mineralization in two chondrichthyan species are the main
objectives of this thesis.

The purpose of the first section was, by studying the order and the patterning of the
cartilaginous elements in a chondrichthyan, the elephant-shark (Callorhinchus
milii), to validate the serial homologue status of paired fins, and to compare the
progression of the chondrification of paired fins among chondrichthyans, and with
osteichthyans. The results of this study are the first to demonstrate in the elephant-
shark that: (1) the order and the patterning direction of the cartilaginous elements
are similar between the pectoral and pelvic fins, supporting their status as serial
homologues; (2) the high morphological and developmental similarity between
these fins suggests the presence of morphological and developmental modules
resulting from a duplication; (3) paired fins development is generally similar in
chondrichthyans and (4) the basal condition for extant gnathostomes includes the
presence of paired fin modules, of a proximo-distal direction of formation and the
formation of pectoral before pelvic fins. Thus, ontogenetic stages represent an
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important source of morphological information undetected in the adult phenotype,
and must be incorporated in the study of plesiomorphic vs apomorphic conditions
in extant gnathostomes.

The purpose of the second section was, by studying the order and patterning of the
cartilaginous elements in a chondrichthyan, the elephant-shark (Callorhinchus
milii), to verify the presence of homology between the occipital region of the
chondrocranium and the anterior region of the vertebral column, to verify if the
vertebral elements incorporated in the occipital region of chondrichthyans are
homologous, and if the synarcua of batoids and chimaerids are homologous. This
study has revealed that: (1) the formation of the occipital region and of the anterior
region of the vertebral column differ during their development; (2) the composition
(vertebral elements) of the occipital region of chondrichthyans is not homologous
among species; (3) the batoid and chimaera synarcua are not homologous. This
study uses, for the first time, the ontogenetic criteria for the attribution of non-
homology of the occipital region and the anterior region of the vertebral column,
and between the synarcua of chondrichthyans.

The purpose of the last section was, by describing mineralization in a
chondrichthyan, the thorny skate (Amblyraja radiata), to compare its progression of
mineralization to the one present in other chondrichthyans. This was then compared
to those observed in osteichthyans in order to establish general trends of
mineralization. The order, patterns and directions of mineralization are described
for the first time in a chondrichthyan. The order and direction of mineralization are
similar in chondrichthyans in general, and specific trends in mineralization are
infered for extant gnathostomes. A combination of phylogenetic and mechanical
constraints are at the origin of these trends.

Mots-clefs :
Elephant-shark, thorny skate, Callorhinchus milii, Amblyraja radiata, ontogeny,
chondrification, mineralization, paired fins, tesserae, areolar mineralization



CHAPITRE I

INTRODUCTION GENERALE

1.1  La problématique

1.1.1 L’utilisation des séquences développementales de gnathostomes
basaux en Evo-Dévo

Une récente approche est maintenant utilisée dans I’étude des mécanismes
évolutifs, afin de refléter leur caractére dynamique : celle de la biologie
évolutive du développement (Gilbert, 2003 ; Gilbert, Opitz et Raff, 1996 ;
Robert, 2002). Cette discipline, aussi connue sous le terme “Evo-Dévo”’,
étudie I’étroite relation présente entre le développement et 1’évolution (Hall et
al., 2004 ; Hoekstral et Coyne, 2007) et comment les processus
développementaux évoluent afin de produire, entre autres, de nouveaux
patrons de développement et de nouvelles morphologies qui générent
I’évolution phénotypique (Jenner et Wills, 2007). Les changements qui ont
lieu au cours du développement d’un organisme peuvent agir (ou non) sur le
phénotype et génotype et, possiblement, sur son évolution (Gilbert et Burian,
2003 ; Hall, 1999, 2002 ; Hall et Olson, 2003 ; Raff, 1996). Ceci résulte en un
phénotype qui posséde une forme et une fonction qui ne reflétent pas
nécessairement une translation directe ou linéaire du génotype (Eble, 2004 ;

Hall, 1999 ; Hall et Olson, 2003 ; Raff ez al., 1999 ; Robert, 2002 ; Schlichting



et Pigliucci, 1998 ; West-Eberhard, 2003), avec entre eux le développement
comme lien explicatif (Hall, 1999, 2001, 2002, 2003a ; Hall et Olson, 2003).
Le développement conditionne plusieurs aspects pendant 1’ontogénie d’un
organisme, incluant sa morphologie embryonnaire, larvaire, juvénile et adulte,
et sa plasticité phénotypique (Hall, 1999). Les changements aux niveaux
embryonnaires et larvaires vont produire des phénotypes transitoires ainsi que
de nouveaux phénotypes, qui seront soumis aux pressions de la sélection
naturelle (Arthur, 2003 ; Hall et Olson, 2003). La sélection naturelle affectera
les stades embryonnaires et larvaires plus significativement que tout autre
stade de développement (Adriaens et Verraes, 2002), ce qui rend I’analyse des
séries ontogénétiques cruciales pour I’étude de I’évolution (Hernandez, Barresi

et Devoto, 2002).

Une série ontogénétique est un groupe de spécimens placés en ordre croissant
selon un proxy (taille, stade) spécifique, afin de reconstruire 1I’ontogénie
typique a une espece (Colbert et Rowe, 2008). Les séries ontogénétiques
provenant d’especes qui ont une position phylogénétique basale chez les
gnathostomes, tels les chondrichthyens (requins, raies et chimeres), sont
analysées et comparées afin de répondre a des quétes importantes de I’Evo-
Dévo: la caractérisation de modules (moléculaires, développementaux,
morphologiques) (Young et Hallgrimsson, 2005), leur trajectoire évolutive
(Schulmeister et Wheeler, 2004 ; Vogt et al., 2013) et I’identification des
conditions plésiomorphes (ancestrales) des gnathostomes (Coolen, Menuet et

Mazan, 2009 ; Mabee et al., 2002).

Les membres paires sont un exemple de modules moléculaires, développementaux
et morphologiques (Raff, 1996 ; Young et Hallgrimsson, 2005 ; Winther, 2001).
Bien que I’évolution des nageoires paires en membres pairs de tétrapodes a été

trés étudiée, certaines questions persistent, tel le mécanisme expliquant



I’apparition des nageoires pelviennes (Cole et Curie, 2007). La these de la
duplication est celle présentement favorisée, ou les nageoires pelviennes seraient
le résultat d’une duplication des mécanismes moléculaires présents dans les
nageoires pectorales, réitérés postérieurement (Ruvinsky et Gibson-Brown, 2000).
Ceci ferait des nageoires paires des homologues sériés ; or bien qu’acceptée, cette
théorie de duplication est surtout appuyée par des preuves moléculaires provenant
des nageoires paires des chondrichthyens (Freitas, Zhang et Cohn, 2007), car trés
peu d’études morphologiques se sont concentrées sur le développement des

nageoires des chondrichthyens.

La région occipitale du chondrocrane des chondrichthyens est une autre région ou
I’homologie de certaines constituantes a été suggérée, mais sans étre testée (Britz
et Johnson, 2010). Aussi, la région occipitale et la région antérieure de la colonne
vertébrale, bien que provenant de sclérotomes homologues sériés, possédent une
morphologie adulte trés différente (Johanson, Carr et Ritchie, 2010). Bien que la
morphologie adulte différe entre ces régions, il est cependant possible que la
morphologie de leurs premiers stades de développement soit trés similaire,
puisque les éléments squelettiques sont formés a partir de sclérotomes sériés ;
cependant cette ressemblance développementale n’a jamais été démontrée. La
partie antérieure de la colonne vertébrale des raies et chimeéres se transforme au
cours du développement en une structure appelée synarcuum. Ces synarcua sont
considérés comme non-homologues entre les deux groupes, basé sur la
comparaison de leur morphologie adulte (Johanson et al., 2013) ; cependant, le
critére ontogénétique est important dans la reconnaissance d’homologie (Raff,
1999) et donc leur développement devrait étre comparé afin d’infirmer ou réfuter

cette hypothese de non-homologie.

Cette comparaison ne peut étre effectuée a cause du manque de données sur les

séquences développementales des chondrichthyens. Celle-ci rend difficile la



polarisation des caractéres phylogénétiques présents chez les ostéichthyens
(Mabee et al., 2002). Ainsi, le peu d’information sur la progression de la
chondrification et de la minéralisation des chondrichthyens nuit a a résolution de

questions évolutives, incluant celles mentionnées plus haut.

Les séquences développementales du squelette de deux especes de
chondrichthyens, la chimére-¢éléphant (Callorhinchus milii) et la raie épineuse
(Amblyraja radiata), ont été analysées afin de combler cette lacune. La séquence
de chondrification de la chimeére-éléphant a été utilisée afin d’examiner deux
systémes morphologiques qui ont particuliérement été étudiés en Evo-Dévo : les
nageoires paires (Mabee et al., 2002 ; Yano et Tamura, 2013) et la colonne
vertébrale (ten Broek et al., 2012 ; Ward et Brainerd, 2007 ; Zhang, 2009). La
séquence ontogénétique de la raie épineuse a été utilisée afin de caractériser la
progression de deux types de minéralisation, uniques aux chondrichthyens, et de
valider la présence de patrons communs entre la minéralisation des
chondrichthyens et 1’ossification des ostéichthyens (Cole et Currie, 2007 ; Mabee
et al.,2002).

Le sujet de cette recherche est donc la caractérisation des séquences de
développement du squelette chez la chimére-éléphant afin de (1) vérifier la
similarité morphologique et développementale entre les nageoires paires, de
valider la présence de modules et de mieux comprendre la condition (monobasale
ou polybasale) des nageoires paires ; (2) de comprendre la formation de la région
occipitale et du synarcuum, tous deux représentant une régionalisation de la
colonne vertébrale chez les raies et les chimeres, et de valider leur homologie ; et
chez la raie épineuse afin de (3) de comparer les séquences de minéralisation avec
celles présentes chez d’autres especes de chondrichthyens et chez les

ostéichthyens.



1.1.2 L’état de la question et le probleme a résoudre qui en découle

Importance de séquences développementales provenant d’especes basales

Les ¢tudes morphologiques comparatives utilisant des séquences
développementales fournissent des informations clés a propos des patrons et des
processus développementaux lorsque placés dans un cadre phylogénétique
(Blomquist, 2009 ; Griinbaum, Cloutier et Dumont, 2003 ; Jeffery et al., 2002 ;
Mabee et al., 2002 ; Velhagen, 1997). Les changements s’effectuant au niveau des
processus développementaux peuvent ensuite étre identifiés comme la cause de

diversité et de nouveautés morphologiques (Blomquist, 2009 ; Sommer, 2009).

L’utilisation d’une phylogénie adéquate permet aussi de retracer 1’histoire
évolutive des caractéristiques morphologiques et/ ou développementales et la
reconstruction de leur condition ancestrale (Janvier, 1996; Mabee, 2000). Cette
reconstruction doit s’appuyer sur la reconnaissance de groupes externes
(outgroups) ; selon I’interprétation la plus parcimonieuse, 1’occurrence d’un
caractere donné présent chez les groupes externes et le groupe dérivé infére sa
présence dans leur dernier ancétre commun. Les chondrichthyens, par exemple,
occupent une position phylogénétique basale comparés aux ostéichthyens, et
représentent le groupe externe le plus proche de ceux-ci (Coolen, Menuet et
Mazan, 2009 ; Coolen et al., 2007 ; Maisey, 1986 ; Schaeffer and Williams,
1977). Afin de comparer leurs conditions respectives, des séquences de
développement peuvent étre utilisées. Ces séquences sont inférées a partir de
I’information recueillie d’un ensemble d’embryons, de larves et de juvéniles d’une
espece prédéterminée, qui sont placés en ordre de croissance afin de déterminer,
par exemple, la direction dans laquelle les éléments morphologiques se forment

(Smith, 2001).



La vaste majorité des séquences décrites concerne 1’ossification chez les
ostéichthyens (e.g., Cloutier et al., 2010 ; Griinbaum, Cloutier et Vincent, 2012 ;
Mabee et al., 2002). 1l existe peu d’informations sur les séquences
développementales des chondrichthyens, et ce, malgré leur utilisation en tant que
sujet d’étude depuis les 200 dernicres années (Didier, 1995 ; Gillis et al., 2011 ;
Wourms et Demski, 1993). Ce manque d’information est regrettable d’autant plus
que leur endosquelette ne s’ossifie pas mais se minéralise en se couvrant de petites
tuiles minéralisées, les tesserae, composées de cartilage globulaire et cartilage
prismatique calcifi¢ (Kemp et Westrin, 1979); ce mode de minéralisation
représente une variation développementale des patrons de minéralisation des
tissus endosquelettiques propres aux premiers gnathostomes et constitue une
synapomorphie des chondrichthyens (Coates and Sequeira, 1998 ; Lund and
Grogan, 1997 ; Maisey, 1984, 1986 ; Smith et Hall, 1990). Aucune séquence
ontogénétique de minéralisation de 1’endosquelette compléte n’est disponible pour
les chondrichthyens. Ceci a pour conséquences d’empécher ’identification d’états
plésiomorphes et les tendances phylogénétiques conservées (unissant des
mécanismes développementaux qui apparaissent, a prime abord, diversifiés) ainsi
que la caractérisation de modules phénotypiques (Coolen, Menuet et Mazan, 2009

; Mabee, 2000 ; Mabee et al., 2002).

Caracterisation de modules phénotypiques

Le concept de modularité est fondamental a la biologie évolutive et
développementale, car il unit les approches développementales, moléculaires et
évolutionaires (Mabee, 2006). La modularité représente un concept essentiel en
Evo-Dévo (Mitteroecker et Bookstein, 2007) et est considérée par plusieurs
chercheurs comme étant 1’aspect le plus important affectant 1’organisation d’un

organisme (Bolker, 2000, 2005 ; Breuker, Debat et Klingenberg, 2006 ;



Klingenberg, Mebus et Auffray, 2003 ; Mabee et al., 2002 ; Raff et Raft, 2000 ;
Raff, 1996 ; Von Dassow et Munro, 1999 ; West-Eberhard, 2003).

La modularité est une propriété biologique des organismes (Raff, 1996) ; ceux-ci
sont interprétés en tant qu’entités construites de modules ou sous-unités (Gass et
Bolker, 2003 ; Nelson, 2004 ; Schlosser et Thieffry, 2000). Les modules présents
a tous les niveaux hiérarchiques partagent des caractéristiques communes
comprenant plusieurs parties interactives qui sont (1) fonctionnellement intégrées
(Goswami, 2007 ; Mabee et al., 2002 ; Poe, 2004), (2) partiellement
indépendentes des autres modules (Bolker, 2000 ; Breuker, Debat et Klingenberg,
2006 ; Cheverud, 1996 ; Gass et Bolker, 2003 ; Goswami, Weisbecker et Sanchez-
Villagra, 2009 ; Klingenberg, 2002 ; Schlosser, 2004 ; Schlosser et Thieffry, 2000
; Wagner, 1996 ; Wagner, Pavlicev et Cheverud, 2007 ; West-Eberhard, 2003) et
(3) capable de suivre des trajectoires évolutives qui sont indépendantes d’autres
modules au méme niveau dans une hiérarchie biologique (Bolker, 2000 ;
Klingenberg, 2002 ; Mitteroecker et Bookstein, 2007 ; Von Dassow et Munro,
1999 ; Wagner, 1996 ; West-Eberhard, 2003).

La modularité augmente I’évolvabilité, qui est pergue comme la capacité d’une
lignée a générer une variation phénotypique héritable, résultant de modifications
des patrons développementaux (Hallgrimsson et al., 2007 ; Wagner, Pavlicev et
Cheverud, 2007). L’¢évolvabilité est favorisée par la capacité des modules a étre
réarrangées par dissociation, duplication, divergence ou co-option a des moments
et des endroits différents, résultant en la génération de nouveaux phénotypes a
tous les niveaux d’organisation (Breuker, Debat et Klingenberg, 2006 ; Gass et

Bolker, 2003 ; Raff, 1996).

Une dissociation est observée lorsqu’un module performant une fonction

spécifique a I’intérieur d’un systéme est relocalis¢ afin de performer une nouvelle



fonction, ou la méme fonction dans un autre systéme (Raff et Raff, 2000). La
duplication est observée lorsqu’un module est dupliqué et relocalisé (e.g.,
homologues sériés) (Young et Hallgrimsson, 2005) ; la duplication est un principe
central de I’évolution (Weiss, 1990). La divergence se produit lorsqu’un module
dupliqué performe une nouvelle fonction (Raff et Sly, 2000). Finalement, la co-
option est observée quand un module est incorporé a I’intérieur d’un autre ou que
sa fonction change (e.g., membre antérieur des tétrapodes se transformant en aile)
(Raff, 1996). La modularité, sous I’action de ces quatre processus évolutifs, va
promouvoir I’apparition de nouvelles adaptations pendant I’ontogénie
(Mitteroecker et Bookstein, 2007). Celles-ci jouent un réle important en rendant

I’évolution du développement possible (Gass et Bolker, 2003 ; Raff, 1996).

Les modules développementaux peuvent étre identifiés en tant qu’unités
homologues dans des ontogénies comparables (Bolker, 2000 ; Gilbert et Bolker,
2001 ; Raff, 1996 ; Raff et Sly, 2000 ; Winther, 2001). Une homologie est définie
comme une caractéristique partagée par deux organismes, due a leur descendance
commune d’un méme ancétre, qui possédait cette caractéristique (Hall, 2003b ;
Patterson, 1988 ; Wagner, 1989). Les modules homologues subiront des
transformations au niveau de leur sous-unités ou des interactions entre celles-ci a
travers le temps, résultant en changements évolutifs (Bolker, 2000 ; Raff, 1996 ;

Redies et Puelles, 2001 ; Schlichting et Pigliucci, 1998).

La définition et la caractérisation de modules phénotypiques sont essentielles afin
de comprendre le développement et I’évolution des structures morphologiques
associées au phénotype d’un organisme (Klingenberg, Mebus et Auffray, 2003 ;
Monteiro, Bonato et dos Reis, 2005). Un module, avec son intégration, sa
cohésion et sa variation, est une hypothese que 1’on peut tester (Bolker, 2000 ;
Magwene, 2001). De par ce fait, I’organisation des organismes en différents

modules est devenu un sujet crucial pour I’étude de I’évolution morphologique



(Badyaev et Foresman, 2004 ; Klingenberg et Zaklan, 2000 ; Monteiro, Bonato et
dos Reis, 2005). Un module moléculaire est un ensemble de génes utilisés pour
performer une fonction commune, et les réseaux moléculaires représentent les
interactions entre les génes et les modules (Rudel et Sommer, 2003). Un module
morphologique est défini par un ensemble d’¢léments qui sont délimités dans
I’espace et interconnectés entre eux (Eble, 2004 ; Hartwell et al., 1999 ;
Lacquaniti et al., 2013). Un module développemental est une partie d’un
organisme en développement qui est autonome ou semi-autonome dans son patron
de formation (Schlosser, 2004). Un module variationnel est constitué¢ d’éléments
qui varient ensemble et qui sont relativement indépendant d’autres éléments
(Wagner et Altenberg, 1996 ; Wagner ef al. 2007). Un module fonctionnel est un
ensemble de traits intégrés entre eux servant une fonction commune, et qui peut
étre séparé¢ d’autres unités semblable servant d’autres fonctions (Breuker ef al.
2006). Finalement, un module évolutif est considéré comme une unité

indépendante de changement évolutif (Gass et Bolker, 2003).

Les séquences développementales sont essentielles dans la caractérisation de
modules, puisque (1) la modularité morphologique ou (2) la modularité
morphologique et développementale peuvent étre décrites en termes de la
direction de formation d’éléments sériés (patterning) a 1’intérieur de systémes
morphologiques (e.g., vertebres de la colonne vertébrale) (Mabee et al., 2002 ;
Ward et Brainerd, 2007). Les séquences de chondrification et de minéralisation
représentent I’ordre dans laquelle une série d’éléments endochondraux
apparaissent sous forme cartilagineuse et s’ossifient subséquemment (Griinbaum,
Cloutier et Dumont, 2003 ; Velhagen, 1997). Ces séquences sont décrites en
termes de la premicre apparition d’un élément, du temps d’apparition d’un
¢lément relatif aux autres a I’intérieur de systémes morphologiques spécifiques, et
finalement de la direction de chondrification et d’ossification de ces ¢léments a

I’intérieur des systémes morphologiques (Cloutier, 2010).
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Les modules peuvent étre caractérisés selon la similitude entre les séquences de
formation d’¢éléments cartilagineux (chondrification) ou d’éléments minéralisés
(ossification chez les poissons osseux) (Cloutier, 2010 ; Cubbage et Mabee, 1996).
Les modules caractérisés par des séquences développementales devraient posséder
des structures démontrant de 1’intégration dans leur temps d’apparition au cours du
développement (gardant leur méme ordre d’apparition relatif aux autres) et dans le
patron de la progression de la minéralisation malgré les différences dans les
séquences avec les autres espéces en général (Goswami, 2007 ; Schlosser, 2001 ;

Smith, 2001).

La formation et la séquence de développement des éléments sériés sont aussi des
exemples de modularité. Les ¢léments sériés sont le produit de la duplication et de
la dissociation de modules développementaux sériés a I’intérieur d’un organisme
(Hall, 1995a ; Raff, 1996 ; Rieppel, 2005) et sont présents a travers le régne
animal (Monteiro, 2008 ; Schlosser, 2004). L’évolution de structures homologues
sériées peut étre comprise en terme du redéploiement de modules en de nouveaux
endroits (Allen, 2008 ; Hall, 1995a ; Rutishauser et Moline, 2005 ; Ruvinsky et
Gibson-Brown, 2000). Ceci est aussi appelé homologie itérative, et homologie

séri¢e dans le cas de caracteres morphologiques (Mischler, 2003).

Les systémes morphologiques possédant des ¢léments sériés sont des sujets prisés
en Evo-Dévo, car ils représentent d’excellents systémes pour étudier la

modularité (Buchholtz, Booth et Webbink, 2007); les nageoires des poissons et les
membres des tétrapodes (Campbell-Burke et Rosa-Molinar, 2002 ; Freitas, Zhang
et Cohn, 2006 ; Hallgrimsson, Willmore et Hall, 2002 ; Lacquaniti et al., 2013 ;
Mabee et al., 2002 ; Shubin, Tabin et Carroll, 1997 ; Young et Hallgrimsson,
2005), ’ensemble des vertebres des régions abdominale et caudale des poissons

(Ward et Brainerd, 2007), des serpents (Polly, Head et Cohn, 2001), des lamentins
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(Buchholtz, Booth et Webbink, 2007), des cétacés (Buchholtz, 2007) ainsi que la

dentition des vertébrés (Stock, 2001) en sont tous des exemples.

Les nageoires paires et la colonne vertébrale sont parmi les systemes
morphologiques les plus étudiés en Evo-Dévo ; cependant, davantage
d’informations au niveau paléontologique, embryologique et moléculaire sont
requises, provenant d’especes basales de groupes variés, afin d’établir les
conditions morphologiques plésiomorphes, la trajectoire évolutive des modules, la
formation de nouveautés évolutives, et déterminer les patrons de développement,
tels les directions de minéralisation/ ossification (Morin-Kensicki, Melancon et

Eisen, 2002 ; Ota et al., 2011 ; Yano et Tamura, 2013 ; Zhang, 2009).

Etudes en Evo-Dévo sur les nageoires et la colonne vertébrale des poissons

Il existe peu de modules morphologiques identifiés chez les poissons, et la
majorité concerne les ostéichthyens (Cloutier, 2010 ; Cubbage et Mabee, 1996 ;
Mabee et al., 2002 ; Strauss, 1990 ; Ward et Brainerd, 2007). Ces modules ont été
principalement caractérisés en utilisant les séquences de formation de radiaux et
des rayons des nageoires médianes, qui varient entre différents groupes (Charest
et Cloutier, 2008 ; Mabee et al., 2002) et le nombre de vertebres présentes dans

certaines régions de la colonne vertébrale (Ward et Brainerd, 2007).

La présence de modularité chez les nageoires médianes a été suggérée par Mabee
et al. (2002), qui décrit quatre patrons récurrents observés dans le développement
des nageoires médianes des poissons et interprétés comme exemples de modules.
Ceux-ci incluent un module de positionnement et trois modules de patrons

développementaux (Mabee et al., 2002).
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Le module de positionnement concerne les nageoires dorsales et anales et leur
apparente symétrie relativement a I’axe antéro-postérieur du corps. Le premier
module de patron développemental concerne la direction (antéro-postérieure,
bidirectionnelle, postéro-antérieure) dans laquelle les éléments de 1’endosquelette
(radiaux) et de I’exosquelette (rayons) des nageoires se forment. Cette direction
apparait constante pour les ¢léments des nageoires dorsale et anale chez tous les
actinoptérygiens actuels (Mabee et al., 2002); ceci signifie que si la différentiation
des ¢léments de la nageoire dorsale procéde suivant une direction antéro-
postérieure pour une espece donnée, cette direction de différentiation sera la

méme pour la nageoire anale.

Charest et Cloutier (2008) ¢tudierent la présence de modules chez plusieurs
especes d’actinoptérygiens actuels et fossiles et chez des especes de
sarcoptérygiens fossiles, et confirmerent que ce module de patron
développemental (dorsal-anal) est plésiomorphe pour les ostéichthyens. Un autre
module a été décrit par Charest et Cloutier (2008), appelé le module de patron des
rayons de la nageoire, qui est le patron récurrent (segmentation, ossification et
bifurcation) de développement des Iépidotriches (rayons) observé chez les
ostéichthyens actuels et fossiles. Ils conclurent que le module des nageoires dorso-
anales constitue un bon exemple de modules préservé a travers la phylogénie des

ostéichthyens.

Le deuxiéme module de patron développemental, le module exosquelette-
endosquelette, concerne la direction de formation des radiaux et des rayons des
nageoires médianes ; dans tous les cas ou la direction développementale est
connue, elle est identique pour les radiaux et les rayons de la nageoire chez les
actinoptérygiens (Mabee et al., 2002). Ce module a été suggéré comme
plésiomorphe pour les actinoptérygiens (Charest et Cloutier, 2008). Le troisi¢me

module de patrons de développement est appelé module de la premicre nageoire
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dorsale et est présent seulement chez des poissons téléostéens dérivés, les
acanthoptérygiens. La premiére nageoire dorsale est une nouveauté évolutive et
donc non homologue a celle présente chez les téléostéens basaux (Mabee ef al.,
2002) et a la premicre dorsale chez les autres gnathostomes, spécialement les

especes fossiles (R. Cloutier, comm. pers.).

Ainsi, un patron de direction de développement similaire des nageoires médianes
semble étre basal pour les actinoptérygiens, voir les ostéichthyens ; il est
cependant impossible de déterminer la direction développementale basale pour les
gnathostomes, puisqu’aucune information n’est disponible au sujet des séquences
ontogénétiques (chondrification, minéralisation) chez les élasmobranches (raies et

requins) (Mabee et al., 2002).

La présence de modules de nageoires médianes a cependant été proposée chez
certaines especes de requins actuelles et fossiles. Maisey (2009) suggéra que les
deux nageoires dorsales représentent des modules morphologiques réitérés chez
les requins, puisqu’elles sont caractérisées par une morphologie similaire ; cette
similarité est aussi présente au cours du développement dans leurs expressions

géniques (Freitas, Zhang et Cohn, 2006).

Les chondrichthyens symmoriiformes fossiles (famille Stethacanthidae)
démontrent une structure hautement dérivée, un complexe dorsal incluant une
épine, qui serait le résultat d’une modification de la premiere nageoire dorsale
(Coates et Sequeira, 2001a ; Coates et al., 1998 ; Lund, 1985 ; Young, 1982), et
d’une co-option du module de la premiére nageoire dorsale (Maisey, 2009). Cette
structure est majoritairement observée chez les males (Lund, 1985 ; Maisey,
2009), et son lien avec le sexe de I’individu n’a été démontré que chez le
symmoriiforme carbonifére Falcatus (Lund, 1985). Ce complexe épineux est

suggéré comme étant homologue a une premiére nageoire dorsale hautement
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dérivée, a cause de sa similarité structurale (présence d’une épine médiane et d’un
cartilage basal chez certaines espéces) et donc ne représente pas une nouveauté
évolutive (Maisey, 2009). Maisey (2009) suggéra que le complexe épineux chez
Falcatus pourrait étre homologue a la premicre nageoire dorsale de Squalus
acanthias. Cette premicre nageoire dorsale chez Falcatus aurait subit plusieurs
modifications tel qu'un développement retardé, une supression chez les femelles

et une acquisition de caracteres autapomorphiques (Lund, 1985; Maisey, 2009).

Les nageoires médianes étant les premieres a étre apparues au cours de I’évolution
des vertébrés (Cole et Currie, 2007 ; Suzuki et al., 2003), les mécanismes
responsables des patrons observés dans les nageoires médianes pourraient étre
précuseurs a ceux observés pour les nageoires paires (Mabee et al., 2002). Ainsi,
les mécanismes génétiques utilisés en premier dans les nageoires médianes
pourraient avoir été re-déployés et ré-utilisés dans les nageoires paires (Freitas,
Zhang et Cohn, 2006), et ces mécanismes auraient été¢ conservés sur pres de 500
millions d’années (Crotwell et Mabee, 2007 ; Dahn et al., 2007 ; Freitas, Zhang et
Cohn, 2006).

Des ¢études moléculaires corroborent ces hypotheses ; I’expression du géne
EphA4, un récepteur a activité de tyrosine-kinase associé a la définition des
limites spatiales pendant le développement, sont similaires entre les nageoires
médianes et paires chez la petite roussette Scyliorhinus canicula (Freitas et Cohn,
2004). Cette similarité développementale fut aussi observée dans les expressions
des génes HoxD et Thx18 des nageoires médianes et paires (Freitas, Zhang et
Cohn, 2006). Ainsi, des études morphologiques et moléculaires appuient la

présence de modules dans les nageoires paires.

Les nageoires paires (pectorales et pelviennes) des poissons sont homologues aux

membres pairs (antérieurs et postérieurs) des tétrapodes (Ahlberg et Clack, 2006 ;
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Coates, 1995 ; Don, Currie et Cole, 2013 ; Hall, 2007 ; Mabee et al., 2002 ;
Ruvinsky et Gibson-Brown, 2000 ; van Eeden et al., 1996). Chez les tétrapodes, il
a été suggéré que les membres postérieurs soient les homologues des membres
antérieurs (Abbasi, 2011 ; Bininda-Emonds et al., 2007 ; Campbell-Burke et
Rosa-Molinar, 2002 ; Hallgrimsson, Willmore et Hall, 2002 ; Raff, 1996 ;
Ruvinsky et Gibson-Brown, 2000 ; Tamura ef al., 2001 ; Young et Hallgrimsson,
2005) et que les membres pairs forment un module (Bolker, 2000 ; Eble, 2004 ;
Raff, 1996 ; Young et Halgrimsson, 2007).

L’homologie des membres pairs est apparente dans le fait qu’ils démontrent la
méme morphologie structurale (stylopode proximal, zeugopode, autopode distal)
et la méme direction de développement (proximo-distale) ainsi que d’autres
patrons développementaux similaires (Gilbert et Bolker, 2001 ; Young et
Hallgrimsson, 2005). Les membres des tétrapodes sont aussi caractérisés en tant
que modules morphologiques et développementaux (Young et Hallgrimsson,

2005).

L’homologie entre les nageoires pectorales et pelviennes est généralement
acceptée (Bininda-Emonds et al., 2007 ; Crotwell et Mabee, 2007 ; Horton et al.,
2008 ; Shubin, 1995) sauf par Coates et Cohn (1998, 1999). Coates et Cohn
(1998, 1999) proposérent que les nageoires paires ne sont pas homologues entre
elles, car les nageoires pelviennes sont plus petites et possédent une anatomie plus
simple que les nageoires pectorales. De plus, Coates et Cohn (1998, 1999)
suggérerent que le patron phylogénétique des nageoires paires (pectorales et
pelviennes) démontre peu d’évidence d’une évolution concertée. Jusqu’a présent,
contrairement aux membres pairs, aucun module n’a encore été décrit pour les

nageoires paires.

De plus, la caractérisation des similarités et différences entre les nageoires des
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poissons et les membres des tétrapodes est un autre aspect hautement étudié¢ en
Evo-Dévo, et des études morphologiques et moléculaires sont utilisées afin de
mieux comprendre 1’évolution des nageoires paires en membres pairs des
tétrapodes, et de déterminer la condition ancestrale (Shubin, Tabin et Carroll,
2009 ; Yano et Tamura, 2013). Ainsi, la transition entre nageoires de poissons et
membres des tétrapodes a été largement investiguée et documentée, et il est
généralement accepté que les nageoires pectorales sont apparues en premier dans
le registre fossile (Coates, 2003 ; Janvier, Arsenault et Desbiens, 2004 ; Zhu et
Yu, 2009). Cependant, comment les nageoires pelviennes sont apparues, et si
celles-ci résultent d’une duplication des patrons développementaux des nageoires
pectorales transposés postérieurement, demeure incertain (Cole et Currie, 2007 ;
Don, Currie et Cole, 2013 ; Gillis, Dahn et Shubin, 2009a ; Ruvinsky et Gibson-
Brown, 2000). Les premiers vertébrés chez qui les nageoires pelviennes sont
présentes sont les placodermes, qui sont phylogénétiquement basaux aux
chondrichthyens (Brazeau, 2009 ; Trinajstic et al., 2014). Les placodermes
représenterait donc le groupe idéal pour étudier I’apparition des nageoires
pelviennes. En effet, plusieurs états sont observés ches les placodermes : certains
taxons ont des ceintures pectorales et pelviennes et des nageoires pectorales mais
aucunes nageoires pelviennes, et d’autres ont des nageoires pectorales et
pelviennes. Cependant, les placodermes ne peuvent étre utilisés afin d’éclaircir
cette question puisque I’information développementale sur les nageoires paires de

ce groupe reste incompléte (Cloutier, 2010 ; Trijnastic et al. 2014).

Les informations développementales morphologiques appuyant I’hypothese de la
duplication sont rares ; les appuis proviennent surtout d’études moléculaires
(Dahn et al., 2007 ; Freitas, Zhang et Cohn, 2006 ; Freitas, Zhang et Cohn, 2007).
Originellement, il y aurait eu présence d’un seul geéne ancestral 7bx4/Tbx5

exprimé dans les nageoires pectorales, qui aurait été dupliqué et responsable de la
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formation des nageoires pelviennes (Ruvinsky et Gibson-Brown, 2000). Ces
geénes auraient initialement été tous deux exprimés dans chacune des nageoires,
puis leur fonctions redondantes auraient résulté dans I’expression d’un seul géne :
Thx5 dans les nageoires pectorales, 7hx4 dans les nageoires pelviennes (Ruvinsky
et Gibson-Brown, 2000). Ces geénes sont aussi exprimés dans les membres
antérieurs et postérieurs respectivement, et sont étroitement impliqués dans le
patterning (ordre et mise en place des éléments endosquelettiques) (Ruvinsky et
Gibson-Brown, 2000), et ont été identifiés dans les nageoires paires de la raie

Raja kenojei (Tamura et al., 2001) et du requin S. canicula (Tanaka et al., 2002).

Un autre facteur développemental est Sonic Hedgehog (Sk/4), important dans le
patterning et 1’¢longation antéro-postérieur des nageoires et des membres des
ostéichthyens (Sagai et al., 2004). Afin de vérifier si Shh était un facteur d’origine
ancestrale, Tanaka et al. (2002) ont étudi¢ 1’expression de Shh dans les nageoires
de gnathostomes basaux, la raie Raja erinacea et le requin Chiloscyllium
punctatum ; aucune expression de Shh n’a été observée chez les jeunes stades de

développement (stades 27 et 28).

Cependant, Dahn et al. (2007) ont documenté Shh exprimé dans le mésoderme
dorsal des nageoires paires et impaires de la raie Leucoraja erinacea et du requin
C. punctatum chez des stades plus avancés ; cette expression était soutenue plus
longtemps (jusqu’au stade 32) chez les méles, dans les ptérygopodes. La
différence d’age des spécimens et 1’expression tardive de Shh chez les
¢lasmobranches pourraient expliquer la différence entre les résultats observés
entre les deux études (Dahn et al., 2007). Dahn et al. (2007) notérent aussi que,
similairement a la condition observée chez les ostéichthyens, 1’acide rétinoique

controle I’expression de Shh chez les élasmobranches.
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Ainsi, I’expression du facteur développemental S/ dans les nageoires paires et
les membres de tétrapodes, ainsi que son controle par 1’acide rétinoique,
représentent des conditions plésiomorphes, puisque partagées par les deux
groupes. De plus, I’expression tardive de Shh lors de la formation des nageoires
chez les élasmobranches résulterait en un role plus important pour Sh4 dans le
patterning postérieur, plutot que dans 1’¢longation antéro-postérieure des

nageoires.

Des résultats similaires furent observés chez la raie Raja kenojei et le requin
Scyliorhinus torazame par Yonei-Tamura et al. (2008) et chez S. canicula par
Sakamoto ef al. (2009). Ces derniers remarquerent également que Shh est exprimé
en méme temps que HoxD 13. Les auteurs de ces études suggérérent qu’une
variation dans la dose d’acide rétinoique et de I’expression de Sh/ pourraient étre
a l’origine des variations morphologiques (augmentation de la taille des ¢léments
basaux de la nageoire, présence de radiaux surnuméraires) observées dans les

nageoires (Dahn et al., 2007 ; Sakamoto ef al., 2009 ; Yonei-Tamura et al., 2008).

Les génes HoxA et HoxD jouent un rdle essentiel dans la progression et la
complétion développementale des membres pairs, leurs expressions étant
similaires mais non identiques (Zakany et Duboule, 2007). Le dévelopement des
membres des tétrapodes est divisé en deux phases d’expression des HoxA et
HoxD. Chez le téléostéen D. rerio, la premicre phase est similaire a celle des
tétrapodes, avec I’expression de HoxA, HoxD et Shh, mais la deuxiéme phase, au
cours de laquelle les genes HoxD-11, HoxD-12 ou HoxD-13 sont exprimés, est

absente (Sordino, van der Hoeven et Duboule, 1995).

Afin de valider que I’expression de deux phases d’expression des génes Hox
représentent la condition basale des gnathostomes, Freitas ef al. (2007) ont étudiés

les mécanismes moléculaires présents lors du développement des nageoires paires
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chez S. canicula. L’analyse de 1’expression des génes HoxD 9-13 démontra que S.
canicula posseéde aussi deux phases d’expression, comme les tétrapodes, et donc
que celle-ci ne refléte pas une condition dérivée des tétrapodes. Cette deuxiéme
phase d’expression a aussi été observée chez un actinoptérygien basal, Polyodon
spathula (Davis, Dahn et Shubin, 2007). De plus, Freitas et al. (2007) analysérent
I’expression du géne Sox8, présent dans les cellules pré-cartilagineuses, chez S.
canicula. Cette analyse démontra que les ¢léments des nageoires paires de S.
canicula se forment a partir de condensations individuelles comme chez les
tétrapodes, et non par la perforation d’un disque de cartilage, comme chez les

téléostéens.

Freitas et Cohn (2004) ont aussi observé, chez S. canicula, une expression de
EphA4 aux frontieres de I’endosquelette et 1’exosquelette ainsi que pendant la
formation des radiaux. Les patrons d’expression d’EphA4 étaient similaires entre
les nageoires pectorales et pelviennes. Le patron d’expression EphA4 observé
dans les nageoires pelviennes était Iégérement différent du patron observé chez les
membres postérieurs des tétrapodes, a cause de sa persistance a la limite distale du
ptérygopode chez S. canicula. Malgré ceci, Freitas et Cohn (2004) conclurent que
le patron d’expression d’EphA4 entre les nageoires et les membres des tétrapodes
est conservée, les différences étant due a la morphologie reproductive unique des

chondrichthyens.

Ainsi, des expressions géniques similaires ont ét¢ documentées entre les membres
pairs des tétrapodes et les nageoires des chondrichthyens ; parce que celles-ci sont
partagées par les deux groupes, ces patrons d’expressions géniques ont été
suggérées comme représentant une condition plésiomorphe (Freitas et Cohn,
2004). De plus, ces expressions sont similaires entre les nageoires pectorales et
pelviennes des chondrichthyens, appuyant I’hypothése que les nageoires paires

sont des structures homologues sériées et ce, méme si elles exhibent des
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morphologies différentes. Ceci est causé par le fait que les homologues sériés
peuvent changer de morphologie, que ce soit une nageoire ou une vertebre, due a
des facteurs développementaux ou environnementaux (Hall, 1995b ; Ruvinsky et

Gibson-Brown, 2000 ; Young et Hallgrimsson, 2005).

Chez les tétrapodes, une expression génique similaire entre les membres
antérieurs et postérieurs pourrait refléter un patron d’organisation standard, tandis
que des différences spécifiques dans cette expression, ou des interactions entre les
genes, pourraient expliquer les différences entre les membres antérieurs et
postérieurs (Ouimette et al., 2010). Par exemple, chez la souris, les membres
antérieurs et postérieurs possédent une architecture et une expression des genes
Hox trés similaire, contrairement au poulet chez qui les ailes et les pattes ont une
expression différente (Shubin, Tabin et Carroll, 1997). Ainsi que mentionné plus
haut, des expressions différentes de Shh peuvent contribuer a ces différences, ainsi
que des facteurs comme Pixt/ qui peuvent contribuer a I’obtention d’une
morphologie différente chez les membres postérieurs (Ouimette et al., 2010).
Ainsi, ces ¢tudes moléculaires supportent I’hypothése de la duplication, les
nageoires pelviennes résultant d’une duplication des mécanismes
développementaux observées chez les nageoires pectorales, mais réitérés

postérieurement.

Donc, contrairement aux membres des tétrapodes et aux nageoires des
ostéichthyens, il n’existe aucune étude morphologique détaillée relatant le
développement des structures squelettiques chez une espece de chondrichthyen.
Ceci ne permet pas la validation des nageoires paires en tant que structures
homologues sériées, la vérification de la présence de modules morphologiques et
développementaux, et I’identification de conditions plésiomorphes. La condition
plésiomorphe des nageoires paires chez les gnathostomes est incertaine, due a des

relations phylogénétiques faiblement résolues, ou il n’y a pas concensus dans les
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relations entre les grands groupes de gnathostomes (Brazeau, 2009 ; Coates, 2003
; Donoghue et Sansom, 2002 ; Goujet, 2001 ; Pradel ef al., 2013 ; Venkatesh,
Erdmann et Brenner, 2001 ; Zhu et Yu, 2009).

Une autre question contreversée au sujet des nageoires paires concerne la
morphologie de leur condition plésiomorphe. Deux conditions différentes ont été
suggérées comme plésiomorphes : la condition monobasale, ou un seul élément
basal (¢élément s’articulant avec la ceinture proximalement et les radiaux des
nageoires distalement) est présent (Goujet, 2001 ; Janvier, Arsenault et Desbiens,
2004 ; Pradel, Tafforeau et Janvier, 2010 ; Rosen et al., 1981 ; Zhu et Yu, 2009),
et polybasale, ou plusieurs ¢léments basaux sont présents (Lund et Grogan, 1997),

dont les conditions dibasale et tribasale.

La condition plésiomorphe des chondrichthyens est demeurée hypothétique due a
un manque de consensus général sur les relations phylogénétiques entre les taxons
fossiles (Grogan et Lund, 2009 ; Pradel, Tafforeau et Janvier, 2010 ; Pradel et al.,
2011 ; Stahl et Chatterjee, 2003) et a cause d’un registre fossile incomplet (Ginter,
2004 ; Grogan et Lund, 2000 ; Maisey, 2005). Cette condition basale de la
nageoire pectorale chez les chondrichthyens, similairement a celle des
gnathostomes, a été suggérée comme monobasale (Rosen ef al., 1981; Goujet,
2001 ; Miller, Cloutier et Turner, 2003) ou tribasale (proptérygium,
mesoptérygium et metaptérygium) (Coates, 2003 ; 1977, 1999 ; Mabee, 2000 ;
Wagner et Larsson, 2007 ; Zhu et Yu, 2009).

La colonne vertébrale représente un autre systéeme morphologique hautement
étudié en Evo-Dévo (ten Broek et al., 2012 ; Zhang, 2009). Bien qu’elle soit
considérée idéale pour 1’étude de la modularité, car composée d’unités
homologues répétées (vertebres) possédant des morphologies

distinctes (Buchholtz, Booth et Webbink, 2007), peu d’études se sont penchées
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sur la présence de modules dans ce systéeme morphologique chez les poissons.
Ward et Brainerd (2007) ont décrit deux modules présents chez les poissons, soit
les modules abdominal et caudal, séparés par I’anus comme point de transition.
Un module de positionnement, formé par la région située entre 1’anus et
I’insertion antérieure de la nageoire anale, a aussi été suggéré chez des poissons
prédateurs a forme allongée (chondrostéens, Lepisosteiformes, Esociformes,
Syngnathiformes, Beloniformes, Sphyraenidae) (Maxwell et Wilson, 2013). Chez
les mammifeéres, des modules associés a la colonne vertébrale ont aussi été décrits.
Des modules cervicaux et dorsaux ont été suggérés chez le lamentin (77ichechus
manatus latirostris) (Buchholtz, Booth et Webbink, 2007) et un nouveau module
traversant la limite précaudale-caudale a été suggéré chez les cétacés actuels

(Buchholtz, 2007).

11 existe beaucoup plus d’études dédiées a la régionalisation de la colonne
vertébrale qu’a la caractérisation de modules. La régionalisation de la colonne
vertébrale en différentes régions distinctes le long de 1’axe antéro-postérieur est
contrdlée par les genes Hox (Limura, Denans et Pourquié, 2009). L’un des aspects
les plus étudiés de I’expression de ces genes concerne leurs limites d’expression,
puisque celles-ci correspondent généralement aux transitions morphologiques
présentes au niveau de I’axe vertébral (Burke et al., 1995). Chez les tétrapodes,
six régions vertébrales sont présentes : occipitale, cervicale, thoracique, lombaire,

sacrale et caudale (Mallo, Wellik et Deschamps, 2010).

Chez les poissons (actinoptérygiens et chondrichthyens), deux régions sont
traditionnellement reconnues, soient les régions abdominale et caudale,
correspondant aussi a des modules développementaux (Nowroozi et al., 2012 ;
Ward et Brainerd, 2007). Cependant, plusieurs autres régions ont aussi €té¢ décrites
chez des ostéichthyens vivants et fossiles (Bird et Mabee, 2003 ; Johanson, Sutija

et Joss, 2005 ; Oulion et al., 2011; Sallan, 2012), indiquant que plusieurs autres
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régions vertébrales sont aussi présentes chez les poissons.

Afin de vérifier si la morphologie vertébrale était aussi corrélée avec un
changement d’expression génique chez les chondrichthyens, Oulion et al. (2011)
ont répertori¢ 1’expression des geénes Hox le long de la colonne vertébrale de S.
canicula. 1ls remarquérent que I’identité des différents types de vertebres n’était
pas la méme chez les tétrapodes et S. canicula, bien que sous I’influence des
mémes genes ; chez les tétrapodes, Hox3-5 sont associés aux vertebres cervicales,
Hox6 a la transition entre les régions cervicale et thoracique tandis que les génes
Hox 9-10 sont associés aux vertebres thoraciques et lombaires (Morin-Kensicki,
Melancon et Eisen, 2002). Chez S. canicula, 1l existe tres peu de régionalisation

axiale, méme si I’expression des genes homologues est conservée.

Ainsi, ’expression des génes ne correspond pas aux mémes identités vertébrales
(e.g., cervicales), excepté au niveau de la transition abdominale-caudale, ou
Hox11 est exprimé (Oulion et al., 2011 ; Oulion, Laurenti et Casane, 2012).
Oulion et al. (2011) conclurent que I’expression spécifique des génes Hox dans les
somites est une architecture de base qui a subit trés peu de changement a travers

I’évolution des gnathostomes (Oulion et al., 2011).

Une régionalisation est pourtant associée a deux régions de la colonne vertébrale
chez certaines especes de chondrichthyens : la région occipitale et la région
cervicale. Ces régions, issues de somites post-otiques consécutives, peuvent &tre
considérées comme homologues sériés (Johanson, 2010). La région occipitale du
crane inclut tous les éléments vertébraux (e.g., arches neurales, basidorsaux) qui
se fusionnent au crane au cours du développement ; dans certains cas, aucun
¢lément distinct n’est inclut dans la partie occipitale (El-Toubi, 1949). Bemis et
Forey (2001), apres avoir révisé le nombre d’éléments présents chez différents

ordres de poissons, suggérérent que la condition plésiomorphe des poissons
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actinoptérygiens était I’inclusion de trois segments dans la région occipitale.
Bemis et Forey (2001) établirent que chez les chondrichthyens, une ou deux paires
d’arcs neuraux étaient incorporées au chondrocrane, basé sur les travaux de El-
Toubi (1949) pour S. acanthias et Holmgren (1940) pour Etmopterus sp.. Bemis
et Forey (2001) noterent la difficulté d’établir une condition plésiomorphe due a

I’incertitude des relations phylogénétiques entre les chondrichthyens fossiles.

La présence d’une région cervicale n’est pas limitée aux tétrapodes ; cette région a
aussi été observées chez des espéces d’actinoptérygiens et de sarcoptérygiens
actuels (Johanson, Sutija et Joss, 2005 ; Morin-Kensicki, Melancon et Eisen, 2002
; Nowroozi et al., 2012) et fossiles (Sallan, 2012). Une région cervicale a aussi été
suggérée chez le chondrichthyen S. canicula (Sallan, 2012). Les vertebres
présentes dans cette région peuvent aussi étre modifiées en une structure
complexe, aussi considérée comme une régionalisation : I’appareil de Weber,
présent chez les téléostéens Ostariophysi, en est un exemple (Bird et Mabee, 2003

; Lechner et al., 2011).

Chez la région correspondant a la région cervicale des chondrichthyens, une
modification des verteébres antérieures est aussi présente. Plusieurs ordres de
requins (Squatiniforme, Pristiophoriformes, Orectolobiformes, Carchariniformes)
démontrent une modification des basiventraux associé€s aux premieres vertebres
(Claeson et Hilger, 2011). Une structure complexe, appelée synarcuum
(également appelé synarcual) est aussi présente dans cette région et est constitué
d’éléments vertébraux fusionnés. Cette structure est présente chez les raies et les
chiméres (Holocephali) et est considérée comme une régionalisation de la colonne
vertébrale (Johanson et al., 2013). Cependant, il existe trés peu d’études dédiées a
la caractérisation de cette structure. Un synarcuum est aussi observé chez
certaines especes de placodermes (Placodermi), qui sont des gnathostomes

n’ayant que des especes fossiles (Johanson, Carr et Ritchie, 2010 ; Johanson ef al.,
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2013).

Le synarcuum des placodermes, raies et chiméres n’est vraisemblablement pas
homologue entre ces différents groupes (Johanson, Carr et Ritchie, 2010 ;
Johanson et al., 2013), quoiqu’aucune étude ontogénétique détaillée, que ce soit
au point de vue moléculaire (chondrichthyens actuels) ou morphologique
(chondrichthyens et placodermes), n’a été faite a ce sujet, probablement di au peu
d’information ontogénétique disponible. Cependant, plusieurs hypothéses ont été
formulées afin d’expliquer la formation de cette structure modifiée. Johanson et
al. (2010) étudierent le complexe occipital-synarcuum du placoderme dévonien
Cowralepis mclachlani ; ce poisson possede, dans les stades tardifs de
développement, une région occipitale et un synarcuum a la morphologie similaire,
en forme de cones opposés. Johanson et al. (2010) suggérérent qu’une
modification de I’expression des génes paralogues (A, B, C, D) du complexe
Hox3 et HoxD4 en était la cause, puisque ceci peut résulter en un changement
d’identité des vertebres. Plusieurs malformations, dont la fusion entre vertebres,
sont observées chez les tétrapodes et résultent de 1’expression modifiée des génes
Zic, Gli-3, Pax-1, Msx-1 et Msx-2 ; ces mésexpressions géniques pourraient
possiblement expliquer I’apparition et la formation de synarcua chez les
chondrichthyens (Johanson, Carr et Ritchie, 2010). Une fusion des vertébres
cervicales et des changements au niveau des arcs neuraux a été observées chez des
souris doublement mutantes pour les génes HoxB et HoxD, ce qui a aussi été
proposé comme hypothese afin d’expliquer la formation du synarcuum

(Soshnikova et al., 2013).

Ainsi, bien que 1’expression génique au cours du développement de certaines
structures morphologiques est relativement bien connue pour les chondrichthyens,
les informations au sujet de leur développement morphologique (chondrification,

minéralisation) demeurent incomplétes. Ce manque d’information sur les
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séquences nuit a I’identification de 1’état plésiomorphe des patrons
développementaux résultant de mécanismes communs, de 1’identification de
modules et leur trajectoire évolutive, I’établissement des tendances évolutives

générales, et la détermination et la validation d’homologie de structures similaires.

1.2 Sujet de recherche

Les chondrichthyens actuels : élasmobranches et holocéphales

Les études phylogénétiques démontrent que les chondrichthyens représentent un
groupe monophylétique défini par la présence de cartilage prismatique minéralisé
et de ptérygopodes, qui représentent les deux synapomorphies des
chondrichthyens (Grogan et Lund, 2004 ; Maisey, 1984). Les especes actuelles
sont subdivisées en deux groupes, les élasmobranches (raies et requins) et les
holocéphales (chiméres) (Figure 1.1) (Amemiya et al., 2013 ; Grogan et Lund,
2004 ; Grogan, Lund et Didier, 1999 ; Inoue et al., 2010 ; Maisey, 1984, 1986 ;
Schaeffer, 1981 ; Schaeffer et Williams, 1977). Cette division est basée, en partie,
sur le type de suspension de la machoire, sur des traits craniens et sur le type de
dentition (Grogan et Lund, 2000 ; Maisey, 1986 ; Patterson, 1965 ; Stahl, 1967).
Suivant des études moléculaires, la séparation entre les ¢lasmobranches et les
holocéphales se situerait il y a environ 400 millions d’années (Figure 1.1) (Inoue
et al., 2010 ; Renz, Meyer et Kuraku, 2013 ; Venkatesh et al., 2014). Le registre
fossile démontre que les holocéphales auraient été présent minimalement au
Carbonifere, il y a environ 300 millions d’année (Grogan et Lund, 2004 ; Pradel et

al., 2011).

Les ¢lasmobranches sont subdivisés en Selachii (requins) et Batoidea (incluant les
raies, les poissons-guitares et les poissons-scies) (Aschliman, Claeson et

McEachran, 2012 ; Compagno, 1977, 1999 ; Inoue ef al., 2010). Les Selachii sont
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a leur tour subdivisés en deux superordres, Galeomorphii et Squalomorphii
(Heinicke, Naylor et Hedges, 2009 ; Musick et Ellis, 2005). Certaines études
phylogénétiques, basées sur des caractéres morphologiques, suggéraient que les
raies avaient évolué¢ d’un groupe de requins fusiformes, et devraient étre
considérées comme des requins hautement modifiés (Shirai, 1992; 1996 ; De
Carvhalo, 1996). Basé sur cette premicre hypothese, les raies seraient
phylogénétiquement proches des requins squaliformes ; cependant, des études
récentes basées sur des données morphologiques et moléculaires ont démontré que
les requins et les raies étaient en réalité des groupes fréres (Aschliman, Claeson et
McEachran, 2012 ; Douady et al., 2003 ; Dunn et Morrissey, 1995 ; Inoue et al.,
2010 ; Maisey, 2004 ; Naylor et al., 2005 ; Renz, Meyer et Kuraku, 2013).

Ainsi, les raies et requins se seraient séparés 1’un de 1’autre tres tot dans leur
histoire, il y a environ 300 milions d’années (Figure 1.2) (Heinicke, Naylor et
Hedges, 2009 ; Inoue ef al., 2010 ; Renz, Meyer et Kuraku, 2013). 11 existe plus
de 541 especes de requins et 680 especes de raies (Naylor et al., 2012). Les 45
especes de chiméres actuelles sont toutes membres de 1’ordre des Chimaeriformes,
et divisées en trois familles, soit Chimaeridae, Callorhynchidae et
Rhinochimaeridae (Didier, 2004). Le terme ¢lasmobranche (requins et raies)
référe aux fentes branchiales individuelles et cloisons interbranchiales plates
observées sur les surfaces latérales postérieures a la téte de ces chondrichthyens
(Compagno, 1999). Les élasmobranches ont le palatocarré, élément qui forme la

partie supérieure de I’arc mandibulaire, non fusionné au crane (Compagno, 1999).

Le terme holocéphale se réfere a la fusion compléte du palatocarré avec le
chondrocrane (Grogan, Lund et Didier, 1999 ; Lund et Grogan, 1997). Ce groupe
se distingue aussi par la présence de plaques dentaires hyper minéralisées non-
remplagables (Didier, 1995 ; Didier, Stahl et Zangerl, 1994 ; Lund et Grogan,
1997 ; Maisey, 1986).
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Figure 1.1. Phylogénie moléculaire, démontrant les relations entre les différentes

familles de chondrichthyens (requins, raies et chimeres) et leur temps de
divergence approximatif. Abréviations : C (Carbonifere), CZ (Cénozoique), D
(Dévonien), J (Jurassique), K (Crétacé), O (Ordovicien), P (Permien), Pg
(Paléogene), S (Silurien), Tr (Trias). Figure tirée de Heinicke et al. (2009).
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Les chondrichthyens : taxons essentiels pour [’étude de I’évolution

Le manque d’information sur les processus de chondrification et minéralisation
des chondrichthyens est surprenant, considérant que les jeunes stades de requins
ont été un sujet d’étude prisé depuis des siecles, démontré par I’importante
quantité d’ouvrages qui leur est dédiés. Récemment, Wourms (1977), Wourms et
Demski (1993), Didier (1995), Grogan et Lund (1997), Wourms (1997), Rodda et
Seymour (2008) et Wyffels (2009) ont révisé le développement embryonnaire et

la biologie reproductive des chondrichthyens.

La majorité de ces études sur les embryons et juvéniles de chondrichthyens sont
principalement descriptives, illustrant leur morphologie interne et externe.
D’autres études décrivent I’environnement dans lequel I’embryon se développe,
que cet environnement soit une oothéque ou le systéme reproducteur de la
femelle. Miiller (1842) est responsable de ce qui a été désigné comme la premiére
¢tude moderne sur la biologie reproductive des chondrichthyens, dans laquelle il
passe en revue les études antérieures, et procéde a la description et a la
comparaison des embryons entre un ensemble d’especes ovipares et vivipares

(Wourms, 1977, 1997 ; Wourms et Demski, 1993).

Les ¢tudes descriptives sur I’embryologie des élasmobranches au tournant du
20°™ sjecle arrivérent & leur apogée avec la publication de ’4 Monograph on the
Development of Elasmobranch Fishes’’ par Balfour (1878) et I’étude de
Scammon (1911) intitulée “’Normal Plates of the Development of Squalus
acanthias’’ décrivant la progression du développement chez S. acanthias. Ces
ouvrages, comprenant des descriptions détaillées et des illustrations remarquables,
sont les premiers a utiliser des repéres développementaux tels des stades (Balfour,

1878) et des longueurs (Scammon, 1911).
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Cependant, plusieurs problémes ont ét¢ associés avec ces deux études, tels
I’utilisation de plusieurs especes par Balfour (1878) afin de compléter la séquence
de croissance d’¢lasmobranches utilisés, et le nombre limité de longueurs de
spécimens et 1’age inconnu des embryons décrit par Scammon (Ballard, Mellinger
et Lechenault, 1993 ; Rodda et Seymour, 2008). Malgré tout, le travail de
Scammon (1911) constitue la premicre table de développement normal établie
pour une espece d’¢lasmobranche, produite a la suite des monographies de Keibel
(1897-1938) “’Normal Plates of the Development of the Vertebrates’’ dont le but
¢tait de fournir une information valide sur I’embryologie de plusieurs especes de

vertébrés (Hopwood, 2007).

L’intérét des chercheurs de cette époque pour les embryons de chondrichthyens
est confirmé par les centaines d’ouvrages cités dans le document de Scammon
(1911). Ce besoin accru d’informations au sujet de I’embryologie d’un vertébré
considéré ’primitif’’ provient du mouvement darwinien recherchant une base
développementale commune en appuie a la théorie évolutionniste de I’ancétre
commun des vertébrés (Hall, 2009 ; Hopwood, 2007 ; Richardson et al., 1997).
Les tables de développement normal de différentes especes étaient utilisées
comme outils de laboratoire, établissant des ensembles comparables de périodes
développementales suivant un format spécifique. Celles-ci pouvaient étre utilisées
dans le contexte d’études comparatives sur I’embryologie évolutive afin de
comprendre comment la diversité d’organismes provient d’un stock ancestral
commun (Hopwood, 2007 ; Richardson et al., 1997). La prédilection de Goodrich
(1906) pour I’embryon d’¢élasmobranche continua de 1’établir en tant que modele
pour les études comparatives au début du 20" sigcle (Cole et Currie, 2007). Des
embryons et juvéniles de raies et de chiméres furent aussi décrits et étudiés
(Balfour, 1878 ; Dean, 1906 ; Schauinsland, 1903), mais de facon plus

sporadique.
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Pendant la premiére moitié du 20°™ siécle, les tables normales utilisées pour les
¢tudes embryologiques furent graduellement remplacées par des stades
développementaux standardisés (différents de ceux publiés par Balfour en 1878)
comme outils entre les différents chercheurs afin de faciliter la communication
entre les laboratoires de recherche (Pollister et Moore, 1937 cités par Hopwood,
2007). 11 est intéressant de noter qu’en conséquence de la rigueur du travail
descriptif effectué sur le développement des élasmobranches au tournant du siecle,
ce domaine fiit considéré complété (Wyftels, 2009) et donc aucune table moderne
de stades développementaux n’a été compilée pour les élasmobranches jusqu’a
des décennies plus tard. De plus, la difficulté d’obtenir des spécimens
d’¢lasmobranches ouvra la voie a 1’utilisation d’organismes dont la provenance et
I’utilisation expérimentale étaient plus facile, tels la grenouille, la souris et le
poulet, qui devinrent les nouveaux modéles prisés (Wourms, 1997 ; Wourms et

Whitt, 1981).

Un changement s’opéra donc au milieu du 20°™ siécle, et les études
embryologiques, n’étant plus 1’objectif principal de la recherche sur les
¢lasmobranches, furent incorporées sous la banniére plus large de la biologie
reproductive (Babel, 1967 ; Baughman, 1955 ; Castro, Bubucis et Overstrom,
1988 ; Hisaw et Albert, 1947 ; Martin et Cailliet, 1988 ; Natanson et Cailliet, 1986
; von Bonde, 1945a, 1945b). Il resta cependant quelques travaux descriptifs
concernant I’embryologie des raies (Clark, 1927 ; Coles, 1914 ; Notarbartolo-di-
Sciara et Serena, 1988) et des requins (Appukuttan, 1978 ; Baranes et Wendling,
1981 ; Gilmore, Dodrill et Linley, 1983 ; Goodrich, 1906 ; Gudger, 1940 ;
Hussakof, 1912 ; Nair et Appukuttan, 1974 ; Smith, 1942 ; Te Winkel, 1950 ; von
Bonde, 1945b ; von Bonde, 1945a). De plus, de nouvelles voies furent explorées,
comme la physiologie, la biochimie et la chimie associées aux caractéristiques
développementales des élasmobranches, surtout de 1955 a 1975 (Wourms, 1977,
1997 ; Wourms and Demski, 1993 ; Wyffels, 2009).
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Le retour de I’intérét pour I’embryologie revint au début des années 1990, avec la
publication d’une étude-phare signalant un retour notable de ’utilisation de stades
développementaux : la publication de Ballard ez al. (1993) “’A series of normal
stages for development of Scyliorhinus canicula’ sur le développement
morphologique externe de la petite roussette. Ce travail, un ensemble standardisé
des stades de développement pour cette espéce, donna enfin aux chercheurs un
outil commun afin d’identifier les stades de développement utilisés au cours de
leur recherche sur les élasmobranches (Adachi et Kuratani, 2012 ; Ballard,
Mellinger et Lechenault, 1993 ; Ferreiro-Galve et al., 2008 ; Freitas et Cohn, 2004
; Freitas, Zhang et Cohn, 2006 ; Freitas, Zhang et Cohn, 2007 ; Sueiro et al., 2003
; Tanaka et al., 2002 ; Werneburg, 2009b).

Ceci refléte une situation similaire a celle observée au début du 20°™ siécle avec
d’autres organismes modeles tels Amblystoma ou le poussin (Ballard, Mellinger et
Lechenault, 1993). Suivant le travail fait par Ballard e al. (1993), d’autres travaux
descriptifs sur le développement embryonnaire utilisant des stades ou des
intervalles de temps suivirent : Luer ef al. (2007) décrirent le développement
embryonnaire externe de la raie hérisson Leucoraja erinacea ; Maxwell et al.
(2008) décrirent les stades développementaux de la raie tachetée Leucoraja
ocellata et Rodda et Seymour (2008) décrirent 1’oothéque, les stades
morphologiques externes et structures embryonnaires associées au requin dormeur
cornu Heterondontus portusjacksoni. Finalement, Didier et al. (1998) décrirent les

stades développementaux externes de la chimére-¢éléphant (Callorhinchus milii).

Il est important de noter que toutes ces études décrivent la morphologie externe
associée aux différents stades de développement, et ne font pas mention des
structures internes du squelette (endosquelette) associées a ces stades. Leur

principale utilité dans le contexte des études en Evo-Dévo est d’étre utilisée a des
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fins comparatives entre especes, ou les espéces de chondrichthyens sont devenus
des modeles prisés. Cependant, a part deux exception pres (Gillis, Dahn et Shubin,
2009 ; Gillis et al., 2011), ces études en Evo-Dévo ne décrivent pas le
développement morphologique endosquelettique mais se concentrent surtout sur
les processus moléculaires et I’identité des genes Hox présents chez les

chondrichthyens.

Bien que la majorité des études sur les génes Hox se soient concentrée sur les
ostéichthyens, 1’utilisation de nouveaux modeles, telles certaines especes de
chondrichthyens, permet une exploration plus poussée de I’expression de ces
genes (Kuraku, 2011 ; Oulion et al., 2011). De plus, la position phylogénétique
basale des chondrichthyens comparativement aux osteichthyens les rend essentiels
dans la compréhension de I’histoire évolutive et de la diversité des génes Hox
(Oulion et al., 2010 ; Robinson-Rechavi, Boussau et Laudet, 2004 ; Venkatesh et
al., 2007), des nouveautés morphologiques évolutives (Takechi et al., 2011), des
conditions ancestrales (Coolen et al., 2007 ; D'Souza et al., 2013 ; Dahn et al.,
2007 ; Rodriguez-Moldes et al., 2011) et des relations phylogénétiques (Cao et
al., 1998 ; Inoue et al., 2010) des gnathostomes.

Les premicres études sur I’expression des génes Hox chez les chondrichthyens se
concentrérent sur le requin Heterodontus francisci (Kim et al., 2000). Deux
complexes Hox furent répertori¢s (HoxM et HoxN), homologues aux complexes
HoxA et HoxD des tétrapodes (Kim et al., 2000 ; Prohaska et al., 2004). Des
recherches subséquentes démontrérent que les élasmobranches possédent un total
de trois complexes, soit les complexes A, B et D (King et al., 2011 ; Oulion et al.,
2010). Les fonctions du complexe C auraient été assez redondantes que la perte de
ce complexe aurait ét¢ compensée par I’action des autres complexes (Oulion,
Laurenti et Casane, 2012). Chez la chimére-éléphant Callorhinchus milii

(Holocephali), des études ont confirmé la présence de quatre complexes Hox
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homologues a ceux retrouvés chez les ostéichthyens (Venkatesh et al., 2007). De
plus, les chondrichthyens ont gardé davantage de genes Hox ancestraux
comparativement aux ostéichthyens (Kuraku, 2011) et semblent évoluer plus
lentement que ceux-ci (Martin, Naylor et Palumbi, 1992 ; Renz, Meyer et Kuraku,
2013 ; Venkatesh et al., 2014). Plusieurs études ont aussi démontré que les
séquences génomiques entre chondrichthyens et tétrapodes sont plus similaires
entre elles qu’avec les téléostéens (Chiu et al., 2002 ; Kuraku et Meyer, 2009 ;
Putnam et al., 2008 ; Venkatesh et al., 2006).

Les taxons basaux aux gnathostomes, tels les céphalochordés et les lamproies,
possédent 15 et 14 génes Hox respectivement (Mehta et al. 2013 ; Oulion,
Laurenti et Casane, 2012). Ainsi, un nombre élevé de génes Hox semble étre la
condition plésiomorphe chez les vertébrés actuels. Chez les gnathostomes actuels,
les chimeres et les coelacanthes possédent la structure moléculaire la plus proche
d’un mode¢le ancestral (Oulion, Laurenti et Casane, 2012), puisqu’en plus ils ont
un 14°™ géne Hox (A et D). Comparativement, les tétrapodes n’en possédent que
13, suite a une perte (Ferrier, 2004 ; Hoegg et Meyer, 2005 ; Powers et Amemiya,
2004). De plus, la chimere-éléphant est le vertébré avec le plus lent taux
d’évolution de tous (Venkatesh ef al., 2014). Ces informations confirment
I’importance et la validité des chondrichthyens en tant que groupe mode¢le basal
dans la résolution de questions en biologie évolutive du développement. La
position phylogénétique basale des chondrichthyens repose donc sur des
¢vidences moléculaires (Amemiya et al., 2013 ; Cotton et Page, 2002 ; Hedges,
2001 ; Inoue et al., 2010 ; Kikugawa et al., 2004 ; Takezaki et al., 2003 ; Zardoya
et Meyer, 2001) et morphologiques (Donoghue et Purnell, 2005 ; Donoghue et
Sansom, 2002 ; Janvier, 1996 ; Maisey, 1986 ; Schaeffer, 1981 ; Smith, Donoghue
et Sansom, 2002 ; Young, 1986).

Les chondrichthyens, actuels et fossiles, sont donc des taxons essentiels dans la
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détermination de 1’état basal ancestral des gnathostomes (Coolen et al., 2007 ;
Didier, Leclair et Vanbuskirk, 1998 ; Gillis ef al. 2011 ; Grogan, Lund et Didier,
1999 ; Maisey, 1986 ; Patterson, 1977) et la polarisation de 1’état des modules
observés chez les actinoptérygiens (Mabee et al., 2002) et les sarcoptérygiens
(Charest et Cloutier, 2008 ; Cloutier, 2010 ; Cloutier et Leblanc, 2006). Les
modules évolutifs peuvent étre conservés sur de longues périodes temporelles
(Schlosser, 2004 ; Von Dassow et Munro, 1999) ce qui rend les espéeces fossiles
une source cruciale d’informations dans les études ontogénétiques et
phylogénétiques (Cloutier et al., 2010). Cette information peut, en retour, étre
utilisée afin de construire des arbres phylogénétiques et déterminer quels modules

sont plésiomorphes ou dérivés (Mabee, 2006).

Cependant, la polarisation des caractéres par des especes de chondrichthyens
actuelles et fossiles est complexe et risquée, car leurs liens phylogénétiques ne
sont pas entierement résolus (Coates et Sequeira, 2001b ; Didier, 1995 ; Dunn,
1983 ; Dunn et Morrissey, 1995 ; Ginter et Turner, 2010 ; Grogan et Lund, 2000,
2004 ; Guinot, Adnet et Cappetta, 2012 ; Janvier, 1996 ; Klug et Kriwet, 2010 ;
Lund et Grogan, 1997 ; Maisey, 1984, 2012 ; Naylor et al., 2005 ; Pradel, 2010 ;
Pradel et al., 2013 ; Pradel et al., 2009 ; Pradel et al., 2011). Cette complication
réside en partie dans le manque de spécimens complets adéquatement fossilisés,
puisque le registre fossile chondrichthyen est surtout composé d’éléments
exosquelettiques, principalement des dents (Guinot, Adnet et Cappetta, 2012 ;
Klug et al., 2009 ; Maisey, 1986, 2001 ; Miller, Cloutier et Turner, 2003 ; Stingo
et Capriglione, 1986). Les plus anciens chondrichthyens fossiles remontent au
Silurien inférieur, il y a environ 440 millions d’années (Coates et Sequeira, 2001a
; Grogan et Lund, 2004 ; Inoue et al., 2010 ; Miller, Cloutier et Turner, 2003). Le
registre fossile chondrichthyen est principalement constitués d’écailles isolées, de
denticules dermales, d’épines et de dents ; ceci est di au fait que leur

endosquelette est principalement constitué de cartilage et de minéralisation qui se
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fragilisent généralement au moment de leur fossilisation (Cappetta, 1987 ;
Cloutier, 2010 ; Ginter, 2004 ; Janvier, 1996 ; Klug et al., 2009 ; Leidner et Thies,
1999 ; Lund et Grogan, 1997 ; Maisey, 2012 ; Miller, Cloutier et Turner, 2003 ;
Musick, Harbin et Compagno, 2004 ; Zangerl, 1981).

Tres peu de spécimens fossiles bien préservés sont disponibles, ce qui rend 1’étude
de leur patrons évolutifs une tache plus difficile (Cappetta, 1987 ; Grogan et
Lund, 2000 ; Lund et Grogan, 1997 ; Pradel, 2010). Conséquemment, la littérature
concernant I’anatomie des espéces éteintes est limitée (Klug et al., 2009 ; Maisey,
2005, 2012 ; Zangerl, 1997) spécialement regardant les jeunes stades
ontogénétiques (Soler-Gijon, 2004 ; Cloutier, 2010). Idéalement, des stades
ontogénétiques d’especes fossiles devraient étre utilisés afin de polariser les
modules développementaux des chondrichthyens actuels. La majorité des
informations publiées sur les stades pré-adultes chez les chondrichthyens du
Paléozoique provient de quelques sites fossiliféres avec des conditions de
préservation exceptionnelles, tel le site de Bear Gulch au Montana, USA (318
millions d’années) (Cloutier, 2010 ; Grogan et Lund, 2004 ; Hagadorn, 2002 ;
Lund et Poplin, 1999 ; Zangerl, 1997).

Bien qu’il soit trés rare de trouver des spécimens immatures de chondrichthyens
fossilisés, quatre spécimens immatures fossilisés de la chimere Echinochimaera
meltoni ont été retrouvés au site carbonifere de Bear Gulch. Une étude
préliminaire réalisée sur ces spécimens n’a permis qu’une description limitée de la
formation de I’endosquelette chez cette espéce. Quelque études incluent aussi des
stades immatures d’especes fossiles de chondrichthyens (Claeson, 2011; Grogan
and Lund 2011; Lund, 1980 ; Zangerl, 1979), mais I’information disponible sur le
développement de I’endosquelette complet demeure limitée. Ainsi, il en revient
aux jeunes stades des especes actuelles de chondrichthyens d’apporter de

nouvelles informations sur le développement afin de mieux comprendre
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I’évolution du squelette et des vertébrés en général.

Cartilage et minéralisation

L’endosquelette des chondrichthyens, constitué¢ de cartilage, ne se transforme pas
en os comme chez les ostéichthyens ; il demeure cartilagineux, mais se recouvre
d’une mince couche de minéralisation plutot que de s’ossifier (Dean et Summers,
2006 ; Grogan et Lund, 2004 ; Kemp et Westrin, 1979 ; Moss, 1977). 1l est
cependant suggéré que la condition primitive des gnathostomes était probablement
un squelette de cartilage recouvert d’os périchondral (Grogan et Lund, 2004 ;

Janvier, 1996 ; Orvig, 1951).

L’analyse du cartilage de requin n’as pas recu autant d’attention que celui des
ostéichthyens, et des études comparatives et compréhensives sur la nature
moléculaire et fonctionnelle du cartilage sont nécessaires (Zhang, Eames et Cohn,
2009). La matrice cartilagineuse des ¢léments endosquelettiques est entourée d’un
périchondre fibreux, et est similaire en nature au cartilage hyalin (Dean, Chiou et
Summers, 2005). Les chondrocytes produisent une matrice cartilagineuse riche en
protéoglycans qui sont responsables de la turgescence du cartilage, et de fibres de

collagéne de type II qui assurent la tension de la matrice (Dean, 2011).

Des analyses performées sur la raie Raja kenojei ont démontrées que les
collagénes de type I et II sont des composés majeurs du cartilage tandis que le
collagéne de type XI est une composante mineure (Mizuta, Hwang et Yoshinaka,
2003) ; quoique la présence de collagéne de type I a subséquemment été mise en
doute (Eames et al., 2007), elle a aussi été observée chez S. acanthias par Yucha
(1998). Les collagénes de type I et II ont aussi été reportés chez le requin
Carcharius acutus (Rhizoprionodon acutus) (Sivakumar et Chandrakasan, 1998).

Yucha (1998) et Grogan et Yucha (1999) ont observé que le collagéne de type |
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est présent seulement lorsque le périchondre s’épaissit chez S. acanthias. 11 est
intéressant de noter que des requins d’'une méme espece mais provenant de
localités différentes possedent du collagéne démontrant des propriétés chimiques
différentes, tels des différences dans la concentration d’éléments individuels, qui

sont dépendant des localités (Edmonds et al., 1996).

Les avantages de posséder un endosquelette fait de cartilage, plutdt que d’os, est
de bénéficier ainsi d’une plus grande flexibilité et d’un poids réduit ; cependant,
cela diminue aussi sa robustesse (Dingerkus, Séret et Guilbert, 1991 ; Kemp et
Westrin, 1979 ; Summers, 2000). Afin de compenser pour ceci, différents types de
minéralisation renforcissent efficacement le cartilage en des endroits stratégiques,
ou un endosquelette plus fort est avantageux (Glowacki et al., 1986 ; Kemp et
Westrin, 1979), lui permettant ainsi de résister a des stress mécaniques importants
comme la nage rapide (Kemp et Westrin, 1979 ; Porter et al., 2006 ; Summers,

2000).

Il existe trois formes de minéralisation présent dans 1I’endosquelette des
chondrichthyens : (1) globulaire, considérée comme un stade précoce de
minéralisation ; (2) prismatique et (3) aréolaire (Qrvig, 1951). La minéralisation
aréolaire n’est présente que dans les centra vertébraux, tandis que tous les autres
¢léments endosquelettiques se recouvrent d’une mince couche de tesserae (Figure

1.3) (Applegate, 1967).
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hemisected centrum vertebra
centra (AC) (AC+ GC +PC)

VENTRAL

Figure 1.3. Schéma d’un squelette de requin démontrant la distribution de la
minéralisation composée de tesserae (vert) et de cartilage aréolaire (orange). A.
Minéralisation aréolaire (AC) présente dans le centrum seulement ; les vertebres
sont formées des trois types de minéralisation : aréolaire (AC), globulaire (GC) et
prismatique (PC). B. Minéralisation prismatique (pris calc) située sous le
périchondrium (peri chon). C. Minéralisation globulaire (glob calc) située pres de
la matrice cartilagineuse (ecm) ; on peut voir les chondrocytes dans leur cavité
(lac) et les lignes de Liesengang (lies lines). Figure tirée de Dean et Summers
(20006).
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Deux formes de minéralisation, globulaire et prismatique, sont assemblées en des
blocs minéralisés appelés tesserae (Applegate, 1967 ; Campinho, Moutou et
Power, 2004 ; Dean et Summers, 2006 ; Grogan et Lund, 2004 ; Kemp et Westrin,
1979 ; Moss, 1977 ; Orvig, 1951). La minéralisation composée de tesserae est
ainsi appelée a cause de 1’apparence superficielle de ce cartilage minéralisé qui
ressemble a de petites tuiles en mosaique (Applegate, 1967). Les tesserae
ressemblent a des tuiles minéralisées hexagonales placées I’'une contre 1’autre,
connectées par des paquets de fibres de collagenes (Kemp et Westrin, 1979) et
recouvrent la majorité des éléments endosquelettiques (Dean et Summers, 2006 ;

Eames et al., 2007 ; Yucha, 1998).

La minéralisation tesserale est retrouvée chez tous les chondrichthyens actuels et
fossiles (Dingerkus, Séret et Guilbert, 1991 ; Grogan et Lund, 2004 ; Johanson et
al., 2013 ; Maisey, 1984, 2012) et semble permettre une croissance par apposition
de tesserae, sans un remodelage répété des éléments endosquelettiques, comme
c’est le cas pour I’ossification endochondrale (Clement, 1986 ; Kemp et Westrin,
1979). Les tesserae restent généralement non-fusionnées, et 1’espace entre elles est
utilisée afin de permettre 1I’expansion de 1‘endosquelette et 1’ajout de nouvelles
tesserae puisque les éléments endosquelettiques prennent de I’expansion a la fois
en profondeur et en largeur pendant la croissance (Dean et al., 2009 ; Kemp et

Westrin, 1979).

Les tesserae sont placées entre le périchondre fibreux et la matrice cartilagineuse
non minéralisée (Figure 1.4). Une tessera contient deux zones, la calotte (cap) et
le tronc (body) (Kemp et Westrin, 1979). La calotte est faite de cartilage
prismatique et est située directement sous le périchondrium fibreux alors que le
tronc est constitué de cartilage globulaire minéralisé, adjacent a la matrice de
cartilage non minéralisée. La minéralisation globulaire est caractérisée par la

présence de calcosphérites qui sont de petites agglomérations sphéritiques de
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phosphate de calcium (Moss, 1977). La minéralisation de la matrice cartilagineuse
est performée a travers la déposition de crystaux d’hydroxyapatite (Applegate,
1967; Dean et al. 2005). Ces crystaux sont aussi retrouvées dans I’os, I’émail, la
dentine et le cartilage calcifié présents chez les autres groupes de vertébrés

(Applegate, 1967 ; Kemp et Westrin, 1979 ; Orvig, 1951).

Le cartilage globulaire et prismatique ont été¢ suggérés comme étant
respectivement un stade précoce et un stade avancé d’un méme type de
minéralisation (Qrvig, 1951) ce qui a été confirmé par Yucha (1998). Une autre
particularité des cartilages minéralisés des chondrichthyens est que les

chondrocytes restent viables (Moss, 1977).
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Uncalcified

cartilage

Figure 1.4. Schématisation de cartilage d’¢élasmobranche non-minéralisé et
minéralisé (a droite), basée sur une coupe provenant de la machoire inférieure de
la raie Urobatis halleri (en haut, a gauche). Les tesserae (en bas, a gauche) sont
des blocs constitués de minéralisation prismatique (PC) et de minéralisation
globulaire (GC), coincés entre le périchondrium fibreux et la matrice de cartilage
non minéralisé. Figure tirée de Dean et Summers (2006).

La chondrification et la minéralisation sont dépendantes de contraintes
phylogénétiques, fonctionnelles et génétiques ainsi que de facteurs externes
(flottabilité, équilibre, paramétres de croissance et stress mécanique) (Grogan et
Lund, 2004 ; Hall, 1975 ; Maisey, 2004 ; Muhammad et al. 2012 ; Yucha, 1998).
Peu d’information a été publié¢e sur I’influence des conditions environnementales
sur la formation des structures anatomiques chez les chondrichthyens en
particulier, et plus spécifiquement sur la minéralisation des tesserae (Porter, Koob

et Summers, 2007 ; Yucha, 1998).
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Chez les chondrichthyens, la combinaison de tuiles rigides d’hydroxyapatite que
sont les tesserae et de cartilage viscoélastique crée une structure résistante au
stress et a la fatigue (Dean, Chiou et Summers, 2005). Un support mécanique
supplémentaire peut étre obtenu de deux fagons : en augmentant le nombre de
couches de tesserae dans une région spécifique contrainte au stress ou en ajoutant
des trabécules, qui sont des structures de soutien (Daniel, 1934 ; Dingerkus, Séret
et Guilbert, 1991 ; Summers, 2000). Dingerkus et al. (1991) ont trouvé jusqu’a
cing couches de tesserae présentes dans les machoires de grandes espéces de
requins afin de renforcir celles-ci et d’assurer leur puissance de morsure. Plusieurs
couches de tesserae ont aussi été trouvées a I’intérieur de machoires de raies de la
famille des Myliobatidae (Dean, 2011). Les trabécules sont des supports creux
couverts de tesserae, qui s’étendent a travers du cartilage non-minéralisé de la
surface d’un élément endosquelettique a un autre, fournissant ainsi un

renforcement structural (Summers, 2000).

Des trabécules ont été observées a I’intérieur des machoires de raies de la famille
Myliobatidae et des arcs branchiaux de la raie ¢lectrique brésilienne Narcine
bancroftii (Dean, 2011 ; Summers, 2000). De plus, Yucha (1998) observa que la
premicre apparition de minéralisation, chez un embryon de Squalus acanthias,
¢tait sur le coté labial du cartilage de Meckel. Yucha (1998) suggéra que ceci
pourrait étre occasionné par le stress mécanique imposé par 1’attachement du
muscle adductor mandibulae a la machoire résultant du mouvement de celle-ci par

I’embryon.

Le cartilage aréolaire est un autre cartilage minéralisé que 1’on retrouve dans
I’endosquelette, et est seulement présent dans les centra des ¢lasmobranches et des
especes fossiles phylogénétiquement proches (Figure 1.4) (Orvig 1951 ; Kemp
and Westrin, 1979 ; Miller ef al., 2003 ; Grogan and Lund 2004). La

minéralisation des centra semble differente selon les espéces : chez S. acanthias,
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la minéralisation aréolaire ne provient pas de la minéralisation du cartilage hyalin,
mais d’une minéralisation directe des cellules fibroblastes densément arrangées
autour du centre (Grogan et Yucha, 1999). Ceci résulte en des anneaux
d’hydroxyapatite dense apposés les uns contre les autres, entourant la notochorde
(Kemp et Westrin, 1979 ; Orvig, 1951 ; Porter et al., 2006). Le centrum croit en
ajoutant ces anneaux par apposition aux extrémités périphériques antérieure et

postérieure (Dean, 2011).

La morphologie, la densité minérale et les patrons de la minéralisation aréolaire
varient a I’intérieur d’un individu, a ’intérieur d’une espéce et entre especes ; ses
propriétés matérielles ont été comparées a I’os trabéculaire des mammiferes
(Grogan et Yucha, 1999 ; Moss, 1977 ; Porter et al., 2006 ; Porter, Koob et
Summers, 2007). Grogan and Yucha (1999) proposérent que les trois modes de
minéralisation endosquelettique sont plutdt la calotte et le tronc de la tessera et la
minéralisation aréolaire associée a la notochorde, puisque les formes globulaires
et prismatiques de calcification apparaissent étre des stades développementaux

différents du méme type de minéralisation.

La compréhension de la minéralisation chez les chondrichthyens est importante,
puisque la minéralisation tésserale constitue une variation développementale du
patron de formation des tissus endosquelettiques caractéristiques des premiers
gnathostomes (Grogan et Lund, 2004 ; Kemp et Westrin, 1979 ; Miller, Cloutier et
Turner, 2003 ; Smith et Hall, 1990), dont le cheminement évolutif reste inconnu
(Dean, Huber et Nance, 2006). Malgré la quantité¢ d’études sur ’embryologie des
¢lasmobranches, 1I’ordre d’apparition des structures endosquelettiques et leurs
subséquentes minéralisation n’ont pas été décrites de facon exhaustive (Maisey,

2009 ; Pradel et al., 2013).
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Sequences développementales chez les chondrichthyens

Les descriptions anatomiques complétes relatant le développement de
I’endosquelette sont rares chez les vertébrés en général, et en particulier pour

chondrichthyens (Didier 1995).

Chondrocrane. Le chondrocrane des chondrichthyens a été le sujet de nombreuses
¢tudes (Balfour, 1878 ; de Beer, 1937 ; El-Toubi, 1949 ; Grogan, Lund et Didier,
1999 ; Holmgren, 1940 ; Jollie, 1971 ; Maisey, 2004 ; Pradel et al., 2013 ;
Schauinsland, 1903). Malgré ceci, il existe peu d’information sur la formation de
la région occipitale des chondrichthyens, (Bemis et Forey, 2001), et la majorité
d’entre elles concerne seulement quelques espéces de requins. De Beer (1937) a
révisé le développement du crane chez les chondrichthyens, en utilisant des études
antérieures et ses propres observations sur la petite roussette (S. canicula) et le
requin H. portusjacksoni. La mise en place des éléments cartilagineux lors de la
formation du chondrocrane suit un ordre similaire entre les diverses espéces de

requins selon de Beer (1937).

Chez ’aiguillat commun (S. acanthias), les premiéres structures a se former dans
le chondrocrane sont les parachordaux pairs le long de la notochorde, suivit des
capsules otiques dorsalement aux parachordaux, et de 1’arc occipital ; des
foramens pour le passage des nerfs de la région occipitale apparaissent aussi, avec
I’incorporation des ¢léments vertébraux. Ce qui est différent cependant est
I’identité et le nombre d’éléments vertébraux incorporés dans la partie occipitale
du chondrocrane. Les éléments vertébraux qui sont incorporés a la région
occipitale incluent une paire de basidorsaux, d’interdorsaux, d’arcs neuraux et
possiblement un centrum (de Beer 1937 ; El-Toubi, 1949 ; Holmgren, 1940 ;
Jollie, 1971). Chez S. canicula, la région occipitale est formée possiblement de

trois arcs neuraux (de Beer 1937 ; Holmgren, 1940). Chez H. portusjacksoni, il y



48

aurait deux segments vertébraux d’incorporés a la région occipitale, plus un
centrum (de Beer, 1924, 1937). Chez Pristiurus melanostomus, il semblerait y
avoir trois basidorsaux et trois basiventraux, avec au moins un interdorsal et un

interventral [Matveiev (1925) d’aprés de Beer 1937].

Holmgren (1940) observa plusieurs éléments vertébraux (basidorsaux,
basiventraux, interdorsaux, arcs vertébraux) incorporés dans la région occipitale
d’Etmopterus spinax. Chez les raies, peu d’informations existent sur 1’identité des
¢léments incorporés ; quelques illustrations démontrent la présence de foramen
pour les nerfs (Holmgren, 1940). Une des seules informations disponibles sur la
partie occipitale du chondrocrane chez les chiméres concerne Callorhinchus
antarticus, ou six foramens ventraux et un foramen dorsal sont illustrés
(Schauinsland, 1903) ; ceci pourrait suggérer 1’incorporation de six segments
vertébraux dans la partie occipitale, quoique ceci n’est pas mentionné par
Schauinsland (1903). L’identité des éléments incorporés dans la partie occipitale

et leur nombre est inconnue chez les chiméres.

Arcs branchiaux. Gillis et al. (2011) étudierent la chondrogéneése et 1’expression
génique (Shh et Ptc2) des arcs branchiaux chez deux espéces d’élasmobranches
(S. canicula et L. erinacea) et une espece de chimére (C. milii) afin de déterminer
la condition plésiomorphe des arcs branchiaux chez les chondrichthyens. La
morphologie des arcs branchiaux des chimeéres est caractérisée par la présence
d’un opercule supporté par des rayons hyoidiens, et différe des élasmobranches
qui eux possedent ces rayons sur les arcs hyoidiens et branchiaux. Le patron
général de formation des rayons est partagé par les deux groupes ; cependant, la
condition observée chez les ¢élasmobranches semble étre le résultat de la
prolongation de I’expression de Shh, et la condition observée chez la chimere

apparait étre une condition dérivée (Gillis et al. 2011).
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Synarcuum. Immédiatement postérieur a la région occipitale, les raies et les
chimeres possédent un synarcuum formé par une fusion des premiers ¢léments de
la colonne vertébrale. Miyake (1988) décrivit la formation du synarcuum chez
trois différents groupes de raies, basée sur quelques spécimens. Bien que les
patrons de chondrification du synarcuum paraissent varier entre les différents
groupes, une généralité commune réside dans le fait que les éléments se forment
en premier a la limite postérieure du synarcuum, puis ensuite a I’intérieur des
limites du synarcuum (Miyake, 1988). Chez le plus petit (53 mm de longueur) des
deux spécimens de Leucoraja erinacea (Rajidae) étudiés par Miyake (1988), les
premiers ¢léments a se former sont les basidorsaux, les basiventraux (qui
formeront subséquement les cotes et les arcs hémaux) et les interdorsaux le long
de la partie dorsale de la notochorde. Les projections latérales du synarcuum sont
chondrifiées, mais le reste du synarcuum n’est pas encore chondrifié¢ et consiste
seulement de la notochorde. Chez le plus grand spécimen (55 mm de longueur),
les basidorsaux et les basiventraux apparaissent a I’intérieur du synarcuum,
suivant une direction postéro-antérieure. Les cartilages suprascapulaires sont
fusionnés aux cartilages médians du synarcuum et les interdorsaux se sont
développés ventralement. Ainsi, tous ces éléments apparaissaient individuellement
chez les spécimens observés par Miyake (1988), et n’étaient pas encore fusionnés

cn un synarcuum.

Miyake (1988) décrivit aussi la formation du synarcuum chez deux spécimens de
Narcine brasiliensis (Narcidinae). Chez le plus petit spécimen (34 mm de
longueur), les centra sont en continuité avec les cotes et les arcs haemaux, et
contrairement a L. erinacea, les basidorsaux et basiventraux sont placés
dorsalement et ventralement sur la notochorde, postérieurement au synarcuum. La
surface dorsale du synarcuum est recouverte de cartilage et un basidorsal, deux
interdorsaux et deux basiventraux sont présents dorsalement et ventralement

adjacent a la limite postérieure du synarcuum ; les projections latérales sont
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présentes. Chez le plus grand spécimen (36 mm de longueur), la créte médiane se
chondrifie dorsalement, et plusieurs centra sont inclus dans la région postérieure
du synarcuum ; le nombre d’¢léments dorsaux (basidorsaux et interdorsaux) et
ventraux (basiventraux) est le méme que chez le plus petit spécimen. Ainsi que
chez L. erinacea, la partie dorsale du synarcuum est composée des basidorsaux et
d’interdorsaux tandis que la partie ventrale est composée de basiventraux et de
cotes. Chez le seul spécimen d’ Urotrygon venezuelae (Urotrygonidae) (28 mm de
longueur), les interdorsaux, basidorsaux, basiventraux et cotes apparaissent en tant
qu’éléments séparés, non fusionnés. A I’intérieur du synarcuum, les centra ne sont
pas présents, seulement la notochorde. Le synarcuum se chondrifie dorso-
ventralement, et les projections latérales sont incomplétes. Cette étude de Miyake
(1988) représente la seule étude morphologique décrivant la formation précoce du
synarcuum chez les raies. Cette étude de Miyake (1988) démontre que le
synarcuum est formé d’éléments cartilagineux qui apparraissent individuellement,
et non d’une structure entiére compléte et que les centra ne participent pas a la

formation du synarcuum.

Claeson (2011) a décrit la chondrification du synarcuum de Raja asterias ; les
spécimens ¢tudiés possedaient déja un synarcuum formé de cartilage, qui entoure
le premier centrum postérieurement. Les arcs neuraux s’ajoutent a la limite
postérieure du synarcuum en suivant une direction antéro-postérieure. Une
seconde direction de chondrification est observée dans le synarcuum, soit ventro-

dorsale.

La formation du synarcuum de la chimére Callorhinchus milii a aussi été
investiguée récemment par Johanson et al. (2015). La progression de la formation
du synarcuum a ¢été suivie en injectant aux embryons utilisés le markeur
fluorescent Sox9 qui identifie les structures pré-cartilagineuses ; les résultats

démontrent que le synarcuum résulte d’une fusion d’éléments vertébraux distincts.
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Colonne vertébrale. Hormis les études concernant le développement du
synarcuum, il existe trés peu d’information sur la chondrification de la colonne
vertébrale des chondrichthyens. Les études portant sur la formation de la colonne
vertébrale concernent surtout les tres jeunes stades et la mise en place des tissus
formant celle-ci (Coolen, Menuet et Mazan, 2009 ; Coolen ef al., 2007 ; Eames et
al., 2007 ; Goodrich, 1906). La colonne vertébrale et 1°arc mandibulaire sont les
premiers ¢léments a se chondrifier chez le requin holbiche ventrue

Cephaloscyllium ventriosum (Eames et al., 2007).

Chez les élasmobranches, les premiers éléments cartilagineux qui se forment
autour de la notochorde sont, généralement, les basidorsaux et basiventraux (de
Beer, 1937 ; Goodrich, 1906 ; Miyake, 1988). Les arcs neuraux et hémaux (et les
cotes) associés aux basiventraux et basidorsaux se forment subséquement, avec les
interdorsaux (Holmgren 1940) ; la chondrification se poursuit ensuite en

continuité avec les arcs neuraux et hémaux vers la notochorde (Goodrich, 1906).

Nageoires paires. Le développement des nageoires paires a été étudié chez la
petite roussette S. canicula par Balfour (1881), Goodrich (1906) et plus
récemment par Freitas et al. (2007). Balfour (1881) remarqua que les premiers
stades de développement des nageoires pectorales et pelviennes sont tres
similaires. Les structures sont mésenchymateuses chez les jeunes stades, et
cartilagineuses dans les stades plus avancés. Chez les jeunes stades, la barre
basale des nageoires (qui se différencie éventuellement en ¢léments basaux) est en
connection avec les ceintures pectorale et pelvienne. Cette barre basale est aussi

continue avec une plaque distale qui se divise subséquement en radiaux.

Goodrich (1906) étudia le développement des nageoires paires de S. canicula et

observa aussi que tous les éléments des nageoires paires €taient connectés les uns
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aux autres pendant la phase pré-cartilagineuse ; les radiaux apparaissent comme
des bandes de mésenchyme plus denses. Les sections médianes de ces radiaux
sont déja séparées tandis que leurs sections proximales et distales ne le sont pas.
Le basiptérygium démontre des signes de segmentation, comme si cet élément
basal résultait de la fusion de radiaux. Les ceintures pectorales et pelviennes et
¢léments basaux se chondrifient en premier. Un patron de développement
similaire a été observé par Holmgren (1933) chez des embryons de Spinax sp.
(Etmopterus), ou I’élément basal primaire pré-cartilagineux se divise en
proptérygium, mésoptérygium et métaptérygium, et les précurseurs des radiaux se
forment subséquement. Les éléments basaux de la nageoire se chondrifient en

premier, suivit des radiaux.

Freitas et al. (2007) observérent que les plaques de mésenchymes des nageoires
pectorales et pelviennes de S. canicula sont perforées par apoptose des cellules
avant le début de la chondrification ; les ¢léments basaux se chondrifient en
premier suivant un patron proximo-distal, suivit des radiaux qui se chondrifient
suivant la méme direction (Freitas, Zhang et Cohn, 2007). Les ¢léments basaux
des nageoires paires sont aussi formés par la perforation d’une plaque de
mésenchyme chez Pristiurus (Cohn et al., 2002a). Les études plus récentes
cependant ne décrivent pas en détail le développement endosquelettique des
nageoires et du reste du squelette (Ballard, Mellinger et Lechenault, 1993 ; Didier,
Leclair et Vanbuskirk, 1998 ; Eames et al., 2007 ; Wyffels, 2009).

Balfour (1881) étudia aussi le développement avancé des nageoires paires chez
Scyliorhinus stellare. Initialement, une barre basale se sépare de la ceinture
pectorale. Cette barre basale se subdivise en deux parties, la plus petite partie
antérieurement et la plus grande postérieurement. La partie antérieure de la barre
basale s’articule avec le scapulocoracoide, et contient les ébauches du

proptérygium et mésoptérygium et de leur radiaux associés. Les radiaux sont unis
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distalement par une bande continue de cartilage. A ’intérieure de la nageoire
pelvienne, les radiaux présents antérieurement s’articulent directement avec la
ceinture pelvienne, et les radiaux postérieurs avec le basiptérygium. Le

basiptérygium se sépare subséquement de la ceinture pelvienne (Balfour, 1881).

Les aspects connus de la chondrification chez les chondrichthyens peuvent se
résumer ainsi : la partie occipitale des chondrichthyens peut inclure plusieurs
différents éléments vertébraux, et sa composition varie entre les espéces. Le
synarcuum des raies se chondrifie a partir d’éléments similaires (basidorsaux,
interdorsaux, basiventraux), qui ne sont pas localisés aux mémes endroits sur la
notochorde, et qui se chondrifient suivant des patrons différents. Finalement, les
nageoires paires se chondrifient a partir d’¢éléments de mésenchymes suivant une
direction proximo-distale, et ces éléments apparaissent individuellement,
similairement aux éléments des membres pairs des tétrapodes. Toutefois, aucune
information n’est disponible sur la chondrification des éléments des nageoires

paires chez les raies et les chimeres.

Le patron développemental de la minéralisation chez les chondrichthyens peut
étre complexifié par le fait qu’il semble dépendant des conditions
environnementales comme la flottabilité, 1’équilibre, les paramétres de croissance
et le stress mécanique (Grogan et Lund, 2004 ; Grogan et Yucha, 1999 ; Hall,
1975 ; Maisey, 2004). Les contraintes phylogénétiques sont difficiles a établir
puisque la majorité des études concernant les tendances évolutives de la
minéralisation des ¢léments endosquelettiques des poissons se concentrent sur les
ostéichthyens (Britz et Johnson, 2010 ; Hall, 2005 ; Johnson et Britz, 2010 ;
Schoch, 2006).

La séquence de minéralisation des chondrichthyens qui ont été décrites en détail

concernent surtout le crane ; la minéralisation des vertébres a aussi été décrite en
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détail, mais non sa progression le long de 1’axe vertébral. La séquence de
minéralisation du reste de I’endosquelette a été¢ décrite de fagon générale. Jollie
(1971) a décrit la minéralisation du cartilage du chondrocrane et des arcs
viscéraux chez S. acanthias. La minéralisation commence dans les machoires,
pres des extrémitées symphysiales et sur les surfaces dorsales. Puis, elle apparait
simultanément a plusieurs endroits sur I’arc hyoidien. Au moment de la naissance
(env. 235 mm de longueur), la région occipitale de S. acanthias et les régions
adjacentes a I’articulation de I’hyomandibulaire montrent de la minéralisation. Sur
la partie ventrale du chondrocrane, les régions adjacentes aux nerfs optiques, ainsi
que la bordure ventrale du processus postorbital sont minéralisées. Sur la partie
dorsale du chondrocrane, il n’y a que quelques traces de minéralisation
apparentes. Tous les épibranchiaux, cératobranchiaux et pharyngobranchiaux
(excepté pour le cinquiéme) sont minéralisés, ainsi que les hypobranchiaux

associés aux arcs branchiaux deux et trois (Jollie, 1971).

Une autre étude sur la progression de la minéralisation chez S. acanthias a été
performée par Yucha (1998). Yucha (1998) examina la présence de minéralisation
de quatre régions distinctes de I’endosquelette de S. acanthias (la créte supra-
orbitale, le cartilage de Meckel, les arcs neuraux et les centra vertébraux) a quatre
stades ontogénétiques (embryon avec réserve vitelline, embryon pré-naissant, sub-
adulte et adulte). La minéralisation débute sur le c6té lingual du cartilage de
Meckel des embryons et se poursuit antérieurement et ventralement sur les deux
cotés du cartilage de Meckel des embryons pré-naissants. Le centrum exhibe les
premicres traces de minéralisation au stade d’embryon pré-naissant et la
minéralisation tesserale apparait ensuite aux lisiéres internes et externes des arcs
neuraux et finalement a I’intérieur de la créte supra-orbitale chez les spécimens
sub-adultes. Les tesserae augmentent en taille entre le stade sub-adulte et le stade

adulte. Le centrum est presque entierement minéralisé¢ au stade adulte.
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Summer et al. (2004) décrivirent la progression de la minéralisation de trois stades
du requin H. francisci, soit un néonate, et quatre spécimens de juvéniles et
d’adultes. Le chondrocrane du néonate était minéralisé dans la région de la plaque
basale, des cartilages trabéculaires, des parachordaux et la région otique du
chondrocrane pres de I’articulation avec I’hyomandibulaire. Cependant, le restant
du crane, incluant les régions optique et olfactive, était peu minéralisé. Dans 1’arc
mandibulaire, la lisiére dorsale du palatocarré et les portions dorsale et ventrale du
cartilage de Meckel étaient bien minéralisés, comparés a leur surface latérale. Le
joint articulaire reliant I’arc mandibulaire démontrait une minéralisation
abondante. Dans I’arc hyoidien, le cératohyal et I’hyomandibulaire étaient
minéralisés. Chez les spécimens juvéniles, la section postérieure du chondrocrane
¢tait davantage minéralisée que chez le néonate, et les régions nasales et optiques
démontraient des signes de minéralisation. De plus, les cartilages labiaux et
ventraux €taient complétement minéralisés et visible en tant qu’éléments séparés.
La machoire était complétement minéralisée, a I’exception d’une petite partie
centrale du palatocarré. Le joint entre le cartilage de Meckel et le palatocarré était
plus fortement minéralisé¢ que chez le néonate. Chez les adultes, les cartilages
nasaux €taient bien minéralisés ainsi que la région optique. Les machoires
possedaient a leur surface plusieurs couches de tesserae et sembleraient étre

parmis les premiers éléments a se minéraliser.

La minéralisation du synarcuum de plusieurs especes de Rajidae a été étudiée par
Claeson (2011). Le synarcuum de cinq spécimens juvéniles d’Okamejei kenojei
étaient entierement minéralisé excepté pour une lisiére centrale, qui se minéralise
éventuellement de fagon antéro-postérieur pendant le développement. Claeson
(2011) rapporte que la minéralisation du synarcuum était tardive comparée au
reste de I’endosquelette, et progressait suivant des directions latéro-mediale et
antéro-postérieure. Des comparaisons interspécifiques et intraspécifiques ont

démontré que le patron de minéralisation du synarcuum était différent du patron
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de chondrification, qui progresse ventro-dorsalement. La minéralisation des
basiventraux du synarcuum progresse suivant plusieurs directions (latéro-médial
et antéro-postérieur). De plus, la minéralisation du synarcuum est accélérée chez
les especes atteignant leur maturité a de petite taille, et ceci a la fois chez les

especes vivipares et ovipares (Claeson, 2011).

Johanson et al. (2013) décrirent la composition du synarcuum chez des embryons
de quatre espéces de raies (Dasyatis americana, Raja texana, Rhinobatos
lentiginosus, Torpedo torpedo) et une espéce de chimeére (Chimaera monstrosa).
Le nombre et I’age exacte de ces spécimens ne sont pas mentionnés. La
progression de la minéralisation de ces embryons n’est pas décrite ; cependant, les
figures 6 et 7 démontrent que tous les centra des spécimens de raies sont
minéralisés comparées aux autres ¢léments vertébraux, qui ne sont que
chondrifiés. Chez Torpedo torpedo, les régions antérieures et postérieures du
synarcuum apparaissent minéralisées ainsi que les premiers arcs neuraux placés
postérieurement au synarcuum. Chez Rhinobatos lentiginosus et Raja texana, la
région antérieure du synarcuum est minéralisée. Le synarcuum de Dasyatis
americana n’est pas minéralisé. Pour ce qui est de la chimére, le synarcuum de
I’embryon semble complétement minéralisé, ainsi que les basiventraux présents
sur la notochorde, postérieur au synarcuum ; les basidorsaux sur la notochorde ne
semblent pas minéralisés. Ainsi, chez les raies le synarcuum semble se minéraliser
apres la colonne vertébrale, contrairement a la chimeére, ou le synarcuum semble

étre minéralisé et non la colonne vertébrale.

La minéralisation des nageoires pectorales a été¢ examinée par Schaefer et
Summers (2005) afin de comprendre les effets du stress de locomotion sur la
minéralisation des ¢éléments cartilagineux. Deux patrons de minéralisation
tesserale ont été observés, soit crustal et concaténé. Le patron crustal consiste de

tesserae juxtaposées les unes aux autres, formant un tapis ; le patron concaténé
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consiste de chaines de tesserae réparties le long des radiaux des nageoires
pectorales, seulement. Ils observeérent un haut degré de variation inter-spécifique
et intra-individuelle dans le degré de minéralisation tesserale. Le degré et la
complexité de la minéralisation des radiaux sont associés a leur position axiale a
I’intérieur de la nageoire : ainsi les ¢léments au centre exhibent une plus grande
quantité et une plus grande complexité de minéralisation. La minéralisation des
nageoires paires chez les spécimens immatures semble progresser suivant une
direction proximo-distale, puisque les éléments squelettiques (basaux, radiaux)
situés dans la partie proximale de la nageoire étaient minéralisés, comparé aux
radiaux situés distalement qui eux ne I’étaient pas (Schaefer and Summers, 2005).
Schaefer et Summers (2005) suggérerent que la présence de minéralisation
concaténée représente une condition néoténique, et que les espéces possédant une
minéralisation crustale pourrait avoir une minéralisation concaténée quand ils sont

juvéniles.

Benzer (1944) étudia 75 spécimens d’aiguillat commun (Squalus acanthias) et
remarqua que la minéralisation est présente dans les machoires en premier, puis
les arcs branchiaux, suivit du crane simultanément avec les vertébres, incluant les
centra. La derniere partie du crane a se minéraliser est le rostre. Les ceintures
pectorale et pelvienne se minéralisent ensuite, et les nageoires sont les dernicres
structures a se minéraliser. A I’intérieur des nageoires, les éléments basaux se
minéralisent en premier. Benzer (1944) remarqua aussi que la minéralisation
procede de maniere concertée avec la chondrification, car les premieres traces de
minéralisation dans le crane apparaissent sur les premicres structures qui se
chondrifient selon I’information fournit par de Beer (1937), c’est-a-dire les

parachordaux et les trabeculae.

Eames et al. (2007) étudiérent la minéralisation présente chez certains éléments

endosquelettiques chez des spécimens du requin C. ventriosum de longueurs
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différentes. Les embryons de 5 cm de long ne démontrérent aucun signe de
minéralisation de leur endosquelette, mais les denticules dermiques de la nageoire
caudale étaient minéralisées. Chez les embryons de 9 cm de long, seulement des
portions de vertébres (non-spécifiées) étaient minéralisées, ainsi que les dents et
denticules dorsales. Chez les embryons de 15 c¢m, la plupart des éléments du
crane, de la colonne vertébrale (vertebres et centra), des ceintures pectorale et
pelvienne, et les radiaux des nageoires médianes étaient minéralisés, ainsi que les
denticules craniens. Aucune minéralisation n’était présente cependant sur les
radiaux des nageoires paires. Donc, il semblerait que la colonne vertébrale chez C.
ventriosum soit le premier systéme morphologique qui se minéralise, ainsi
qu’observé chez les spécimens de raies présentés dans les figures de Johanson et

al. (2013).

Mis a part la minéralisation observée sur le synarcuum représenté dans 1’étude de
Johanson et al. (2013), il n’existe aucune information sur la progression de
minéralisation des chimeéres actuelles ; ceci est peut-&tre due au fait que la
minéralisation endosquelettique semble réduite chez ce groupe (Didier, 1995,

2004 ; Stahl, 1967).

Ainsi, ces descriptions concernant la progression de la chondrification et de la
minéralisation chez les chondrichthyens, bien que représentant une source
d’information importante, ne constituent pas une séquence compléte. Le nombre
limité de spécimens utilisés ne permet pas de vérifier la présence de variation
intraspécifique, et d’obtenir une description détaillée de la progression de la
chondrification et de la minéralisation. Ainsi ces informations ne peuvent &tre
utilisées a des fins comparatives que de fagon limitée. Afin de pallier a ces
lacunes, il est important de caractériser la progression de la minéralisation
endosquelettique présente chez un chondrichthyen, afin de valider si celle-ci est

similaire a la progression d’ossification présente chez les ostéichthyens. Ceci



permettrait de mieux comprendre les patrons de minéralisation communs a

I’ensemble des gnathostomes.
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1.3 Objectifs généraux et hypothéses de recherche

Le but de cette recherche est de fournir des données développementales sur les
chondrichthyens, non seulement afin de pallier a la paucité de celles-ci, mais aussi
afin de les intégrer dans une optique de recherche en Evo-Dévo. Ce manque
d’informations sur les processus de chondrification et minéralisation est
significatif, car il empéche, entre-autre, la formulation de patrons généraux,
I’identification de modules et de régionalisation, et la reconnaissance des

conditions basales pour les vertébrés actuels.

1.3.1 Choix des especes

La premicre étape de cette recherche consistait a choisir des especes de
chondrichthyens appropriées afin de décrire la progression de la chondrification et
de la minéralisation. La chimére-éléphant Callorhinchus milii (Holocephali:
Callorhinchidae) (Figure 1.5) représente le gnathostome avec 1’évolution la plus
lente de tous les vertébrés ainsi qu’un des vertébrés avec potentiellement le plus
de genes ancestraux. Cette espece a été utilisée comme modele (Gillis et al., 2011
; Venkatesh et al., 2014) afin de valider les conditions plésiomorphes des
gnathostomes actuels; de plus, une apparente similitude est présente dans la
composition de I’endosquelette des nageoires pectorales et pelviennes et
représente une occasion idéale de comparer les patrons de formations d’éléments
afin de vérifier la présence de module. Aussi, les chimeéres possédent une région
occipitale et une régionalisation de la colonne vertébrale, le synarcuum.
Cependant, 1’identité des structures composant ces deux régions ainsi que leur
progression ontogénétique demeurent inconnues. Cette espéce sera donc utilisée
afin d’étudier la séquence de chondrification de I’endosquelette des nageoires
paires et de la colonne vertébrale. Pour ce qui est de la séquence de

minéralisation, cette espece ne représente pas un choix optimal puisque la
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minéralisation de 1I’endosquelette est réduite chez les chiméres ; cependant, sa

progression sera décrite si présente.

Figure 1.5. Chimeére-¢éléphant Callorhinchus milii (femelle adulte). Barre
d’échelle : environ 10 cm. Crédit photographique: Aquarium de Melbourne,
Australie.

Chez les ¢lamobranches, 1I’endosquelette de la raie comporte un grand nombre
d’éléments, ce qui permet une meilleure visualisation et caractérisation des
directions de minéralisation. De plus, les directions de minéralisation qui seront
observées en relation avec le synarcuum permettront une comparaison avec celles
précédemment décrites. La raie épineuse (Amblyraja radiata ; Rajidae ; Batoidea)
(Figure. 1.6) est une espéce ovipare, sujette a une péche commerciale

dirigée (Simpson, Miri et Mello, 2012). Un approfondissement de la connaissance
des processus développementaux serait donc utile pour mieux connaitre cette
espece, afin de mieux comprendre (entre-autre) comment les stress
environnementaux pourraient affecter les jeunes stades développementaux,
puisque les populations de la cote est du Canada apparaissent étre en déclin
(McPhie et Campana, 2009 ; Swain et Benoit, 2006). Finalement, les relations
phylogénétiques entre les raies ne sont pas encore compleétement résolues
(Aschliman, Claeson et McEachran, 2012), et le description de nouveaux
caracteres, tels des caractéres développementaux, pourraient aider a une meilleure

résolution phylogénétique.



62

Figure 1.6. Raie épineuse Amblyraja radiata (femelle juvénile). Barre d’échelle :
environ 1 cm. Crédit photographique : C. Riley

1.3.2 Objectifs et hypothéses de recherche

L’objectif général de cette recherche est de décrire la séquence de chondrification

et de minéralisation chez des espéces de chondrichthyens.

Objectif 1 - Description de la morphologie et du développement morphologique

des nageoires paires chez Callorhinchus milii

Le but est d’utiliser I’information obtenue afin de valider si les nageoires paires
possédent une morphologie et des patrons développementaux similaires, ce qui
devrait €tre le cas si les nageoires pelviennes sont le résultat d’une duplication des

nageoires pectorales. Les données ontogénétiques permettront aussi de vérifier si
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le développement des nageoires paires est similaire parmi les chondrichthyens, et
de comparer leur progression de chondrification avec celles des ostéichthyens.

Trois hypothéses seront testées :

Hypothese 1 : la morphologie et le développement des nageoires pectorales et
pelviennes démontreront une grande similitude, mais ne seront pas identiques. La
prédiction est que leur développement morphologique devrait étre similaire,
puisque que les patrons moléculaires de développement sont similaires entre les
nageoires pectorales et pelviennes (Freitas, Zhang et Cohn, 2006 ; Freitas, Zhang
et Cohn, 2007 ; Tamura et al., 2001 ; Tanaka et al., 2002). Une grande similarité
dans la morphologie et le patterning sera utilisée comme indicateur de modularité,
tel que mentionné par Mabee et al. (2002) et Cloutier (2010). Parce que les
membres pairs des tétrapodes sont des homologues sériés et des modules
morphologiques et développementaux, les nageoires paires, desquelles les
membres pairs ont évolués, seront aussi des homologues sériés et des modules
morphologiques et développementaux. Ceci dit, des différences au niveau
morphologique pourraient cependant étre observées entre les nageoires paires, car
des différences sont observées entre les membres pairs des tétrapodes (Ouimette et

al., 2010).

Hypothese 2 : le développement des nageoires paires de la chimeére sera similaire
a celui observé chez les autres especes de chondrichthyens. Les prédictions,
basées sur les observations faites au cours d’études sur d’autre especes de
chondrichthyens (Balfour, 1881 ; Cohn et al., 2002b ; Freitas, Zhang et Cohn,
2007 ; Goodrich, 1906) sont : la plaque mésenchymateuse des nageoires, présente
initialement, va se différencier en premier en éléments endosquelettiques, qui vont
ensuite se chondrifier suivant une direction proximo-distale, soit les éléments
basaux (¢léments s’articulant avec la ceinture proximalement et les radiaux des

nageoires distalement) en premier, puis les radiaux proximaux et les radiaux
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distaux en dernier. La chondrification des éléments endosquelettiques va aussi

procéder selon une direction antéro-postérieure.

Hypothese 3 : Les informations obtenues pour les patrons de développement des
chondrichthyens seront comparées avec celles disponibles pour les ostéichthyens
afin de vérifier si des patrons généraux sont présents. De plus, les patrons
généraux et modules communs aux chondrichthyens et aux tétrapodes, et aux
chondrichthyens et aux ostéichthyens seront considérés comme plésiomorphes

pour les gnathothomes vivants.

Objectif 2 - Description de la morphologie et du développement morphologique

de la région occipitale du chondrocrane et du synarcuum chez Callorhinchus milii

Le deuxieme objectif vise a connaitre 1’identité des structures vertébrales
intégrées dans la région occipitale et dans le synarcuum, et de décrire leur
formation, afin de vérifier si les éléments vertébraux formés dans la région
occipitale du chondrocrane et ceux formés dans la région du synarcuum sont
homologues, de comparer la composition de la région occipitale avec celle des
autres especes de chondrichthyens dans un contexte phylogénétique, et valider si
les synarcua présents chez les chiméres et les raies sont homologues. Trois

hypothéses seront testées :

Hypothese 1 : Les mémes éléments vertébraux (basidorsaux, arc neuraux,
basiventraux) seront formés le long de 1’axe vertébral dans la région occipitale du
chondrocrane et dans la région du synarcuum au début du processus de
chondrification. La prédiction est que la morphologie et le développement initial
de ces deux régions seront similaires puisqu’elles sont considérées comme
homologues (Johanson, Carr et Ritchie, 2010). Le développement tardif sera

différent a cause de la formation du synarcuum.
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Hypothese 2 : Les éléments vertébraux présents dans la région occipitale et leur
ordre et direction de formation seront les mémes entre les différentes especes de
chondrichthyens. La prédiction est que 1’identité des structures intégrées (arc
neuraux, basidorsaux) a la région occipitale du chondrocrane et le patron de
formation seront similaires a celles décrites précédemment chez d’autres espéces
de chondrichthyens (de Beer, 1924 ; El-Toubi, 1949 ; Holmgren, 1940 ; Jollie,
1971).

Hypothese 3 : Les synarcua des chimeéres et des raies ne sont pas homologues
entre eux (Johanson et al., 2013 ; Stahl, 1967). La prédiction est que les synarcua
de C. milii et celui présent chez les raies ne seront pas homologues (Johanson,

2010 ; Johanson et al., 2013).

Objectif 3 - Description de la progression ontogénétique de la minéralisation

(aréolaire, tesserale) de l’endosquelette complet chez Amblyraja radiata

Le dernier objectif a pour but de caractériser la minéralisation et de décrire le type
de minéralisation ainsi que sa direction de progression, afin de vérifier si les types
(aréolaire, tesserale), 1’ordre, les patrons et les directions de minéralisation sont
similaires entre différentes especes de chondrichthyens, et si ces directions
peuvent étre comparées a celles observées chez les ostéichthyens. Deux

hypotheses seront ensuite testées :

Hypothese 1 : Les ordres et directions de minéralisation observés a I’intérieur des
différents systémes morphologiques (e.g., chondrocrane, colonne vertébrale)
seront similaires entre espéces de chondrichthyens. Les prédictions sont que la
machoire sera parmi les premiers éléments a se minéraliser dans le chondrocrane

(Grogan et Yucha, 1999 ; Summers, Ketcham et Rowe, 2004) ; une direction de
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minéralisation proximo-distale sera observée pour les nageoires médianes et
paires (Schaefer et Summers, 2005) et la progression générale de la minéralisation
sera similaire a celle observée chez S. acanthias (Benzer, 1944). Le patron de
minéralisation concaténée sera observée sur les radiaux des nageoires pectorales,
puisque A. radiata fait partie de la famille Rajidae, et que les membres de cette
famille ont un patron de minéralisation concaténé sur les nageoires pectorales

(Schaefer et Summers, 2005).

Hypothese 2 : Les directions de minéralisation et d’ossification seront différentes
entre les chondrichthyens et les ostéichthyens. La prédiction est que les directions
de minéralisation observées chez ces deux groupes seront différentes puisque le
processus d’ossification endochondrale présent chez les ostéichthyens et de
minéralisation (tesserale, aréolaire) présents chez les chondrichthyens sont des

processus complétement différents.

14 Méthodologie

1.4.1 Matériel

Objectifs 1 et 2

La chimere-¢éléphant (Callorhinchus milii) est un poisson ovipare présent dans
tous les océans de I’hémispheére sud sauf I’océan Antarctique (Didier, 2004). Les
chiméres sont des poissons qui se tiennent généralement a de grandes profondeurs
(plus de 500 m), bien que les femelles fréquentent aussi les eaux moins profondes
en période de reproduction, lorsqu’elles vont pondre leurs oothéques sur des fonds
généralement sablonneux. Leur préférence pour les eaux profondes explique le

peu d’information disponible sur leur écologie (Didier, 2004). Cette difficulté
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d’acces explique la rareté des études ontogénétiques sur les chimeres liée a la
difficulté d’acces a des embryons ou des juvéniles (Didier, Leclair et Vanbuskirk,
1998 ; Gillis et al., 2011). C’est pourquoi les spécimens utilisés dans le cadre de
cette recherche ont été empruntés a la collection du Academy of Natural Sciences
of Drexel University (ANSP) de Philadelphie, en Pennsylvanie (USA). Ces
spécimens avaient été collectés, mesurés (mm) et préparés (double coloration) par
Didier (1995) et proviennent de Nouvelle-Z¢lande, prés de Malborough Sound et
Dunedin, prélevés en juin 1990. Les spécimens utilisés étaient soit des embryons
péchés dans de leur ootheéques, ou des juvéniles nageant librement. Un total de 25
spécimens de la chimere Callorhinchus milii a ét¢ utilis¢ afin d’établir une
séquence ontogénétique pour décrire la chondrification. L’age des spécimens n’est
pas spécifié car le stade de développement peut varier due a des facteurs
environnementaux ou selon la provenance géographique du spécimen, et parce
que ces spécimens ont été prélevés en milieu naturel avec aucune fagon d’obtenir

un age précis.

Objectif 3

La raie épineuse (Amblyraja radiata) est un poisson ovipare d’eau salée présent
dans le golfe du St-Laurent ainsi que dans I’océan Atlantique Nord (Cox, Walker
et Koop, 1999 ; Swain et Benoit, 2006). Les spécimens utilisés dans le cadre de
cette recherche ont été obtenus grace a une collaboration avec I’institut Maurice
Lamontagne (Péches et Océan Canada). Pendant 1’été, I’institut performe une
péche sentinelle dans I’estuaire et le golfe du St-Laurent (mission Teleost),
utilisant un chalut afin d’échantillonner un maximum d’organismes ; ces
organismes, remontés a la surface rapidement, ne survivent généralement pas a ce
stress. Ces péches sentinelles servent a établir un inventaire des espéces présentes,
a établir la condition (quantité, taille, poids) des individus de certaines especes de

poissons, et a faire des prélevements de tissues pour des recherches ultérieures.
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Les spécimens de raies épineuses, ainsi que d’autres especes (raie lisse,
Malacoraja senta et aiguillat noir, Centroscyllium fabricii) et les oothéques ont
été récupéres et placées dans le congélateur a bord du bateau. Ces spécimens ont
ensuite été acheminés au laboratoire du Dr. Richard Cloutier (UQAR) et
maintenus en état de congélation jusqu’a ce qu’ils soient décongelés afin de les

colorer.

Un total de huit embryons, prélevés d’oothéques, et de 14 juvéniles, nageant
librement, de A. radiata ont été utilisés dans le cadre de cette recherche. Les
spécimens utilisés proviennent de différentes missions (2007-2011). La maturité
sexuelle chez la population de 4. radiata présente dans le golfe du St-Laurent est
atteinte a une longueur totale de 50 cm pour les males et 47 cm pour les femelles
(Templeman, 1987) ; les plus longs spécimens male et femelle utilisés au cours de
cette étude mesuraient 23,3 cm et 21,9 cm respectivement. Tous les spécimens
utilisés dans cette étude qui ne provenaient pas d’oothéque et nageaient librement
sont catégorisés en tant que juvéniles. Les embryons et juvéniles ont ensuite été
placés dans des catégories de développement précoce ou tardive selon la location
et quantité de minéralisation du spécimen, afin de faciliter la description de la

progression de minéralisation.

1.4.2 Meéthodes - Procédures générales

Objectif 1 et 2

Les spécimens de C. milii ont été préalablement colorés (Didier, 1995). Les
spécimens ont été organisés en stades développementaux croissants (stades 29 a
36) pour obtenir une séquence de développement cohérente. Les spécimens ont

ensuite été observés sous stéréomicroscope (Leica M9.5) afin de performer la
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prise de données, puis photographiés et dessinés. Les éléments endosquelettiques

ont été identifiés et les directions de développement décrites.

Objectif 3

Les spécimens de A. radiata et M. senta ont été mesurés en premier (longueur
totale, largeur du disque), puis colorés et photographiés. Les spécimens ont
ensuite été organisés en série de croissance suivant leur largeur afin d’obtenir une
séquence de développement cohérente, puis observés sous stéréomicroscope. Un
spécimen entier de A. radiata a été dessiné a 1’aide d’une chambre claire montée
sur un stéréomicroscope. Tous les éléments endosquelettiques ont été identifiés, la
présence de minéralisation a été caractérisée et les directions de minéralisation
ainsi que les particularités de la minéralisation décrites, et ce chez les deux

especes de raies.

1.4.3 Double coloration

Objectif 1 et 2

Le procédé de double coloration a été performé sur les spécimens de C. milii par
Didier (1995). Ce procédé consiste a teindre le cartilage du squelette en bleue a
I’aide de bleue Alcian, et la minéralisation en rouge a 1’aide de rouge Alizarin afin
de mieux voir les éléments du squelette. Le protocole de double-coloration utilisée
par Didier (1995) suit la méthode de Hanken qui est une méthode 1égérement

modifiée du protocole de Hanken et Wassersug (1981).
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Objectif 3

Les spécimens de A. radiata et M. senta ont ét¢ colorés au laboratoire de Richard
Cloutier. La double-coloration est une méthode de coloration réguli¢rement
utilisée dans le but de voir les patrons de chondrification et de minéralisation du
squelette des vertébrés et est considérée comme la méthode la plus compléte
(Redfern, Wise et Spence, 2007); jusqu’a présent, aucun autre procédé ne permet
une meilleure visualisation du squelette en développement. Cette méthode a été
utilisée dans de nombreuses études sur les ostéichthyens pour observer la
progression ontogénétique du squelette au cours du développement (Griinbaum,
Cloutier et Vincent, 2012 ; Mabee, Olmstead et Cubbage, 2000 ; Stewart et Hale,
2012) et sur les chondrichthyens (Eames et al., 2007 ; Gillis, Dahn et Shubin,
2009a ; Schaefer et Summers, 2005).

Il existe plusieurs versions de ce procédé, mais le déroulement général est le
méme ; celui présentement utilisé provient de Dingerkus et Uhler (1977). Ce
procédé¢ implique de placer les spécimens d’animaux frais ou décongelés dans une
solution de formol tamponné afin de les fixer, puis dans I’éthanol afin de les
déshydrater. Ensuite, les spécimens sont plongés dans une solution d’acide
acétique a laquelle est ajouté une teinture d’Alcian bleu (Tétrakis). Le bleu Alcian
est une teinture qui se fixe aux glycosaminoglycans du cartilage (Redfern, Wise et
Spence, 2007 ; Whiteman, 1973) ; ainsi les éléments de cartilage se teignent en
bleue. Apres I’étape de coloration du cartilage vient I’étape de neutralisation de la
solution acide par une solution de borax. Puis I’é¢tape de digestion des muscles,
performée par I’ajout d’une solution de borax additionnée de I’enzyme digestive
trypsine, est prolongée jusqu’a ce que les muscles soient suffisament digérés pour
permettre une bonne visualisation du squelette, mais pas trop afin que le spécimen
reste complet. Ensuite vient I’étape de la coloration de la minéralisation par la

teinture Alizarin (Red S) dans une solution d’hydroxyde de potassium qui teint le
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calcium en rouge, qui est utilisée afin de visualiser la minéralisation (Gregory et
al., 2004). Le spécimen est ensuite placé dans des bains successifs de solution
d’hydroxyde de potassium (KOH) mélangé a de la glycérine. La solution utilisée
lors de ces bains comporte une portion décroissante de solution d’hydroxyde de
potassium (75%, 50%, 25%) et une portion croissante de glycérine (25%, 50%,
75%) afin de terminer avec le spécimen reposant dans de la glycérine a 100%, ou
il est entreposé. Quelques cristaux de thymol (antibactérien) sont ensuite ajoutés a
la glycérine afin de préserver la qualité du spécimen, et ceux-ci sont placés en
storage dans un endroit sombre, car la coloration tends a diminuer d’intensité avec

le temps si placés a la lumiere vive (R. Cloutier, com. pers.).

1.4.4 Séries ontogénétiques

Les spécimens ont ¢té utilisés afin de reconstruire une séquence ontogénétique ;
ces spécimens, aux stades développementaux variés, sont placés en ordre selon un
proxy déterminé (taille, age, stade de développement) (Adriaens et Verraes, 2002 ;
Cloutier, 2010 ; Colman and Rowe, 2008 ; Fischer-Rousseau et al., 2009 ;
Fuiman, Poling et Higgs, 1998). Il est important d’utiliser le nombre maximal de
spécimens disponibles afin de parer a la variation intraspécifique et réduire

I’erreur d’échantillonnage (Velhagen, 1997).

Objectifs 1 et 2

Les embryons de C. milii ont été ordonnés selon les stades développementaux
¢tablis pour cette espece par Didier et al. (1998). Ces tables associent I’apparence
de structures morphologiques externes avec la longueur et I’age des organismes et
constitue un systeme couramment utilisé pour les études biologiques utilisant des

spécimens de chondrichthyens (Ballard, Mellinger et Lechenault, 1993 ; Dahn et
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al., 2007 ; Didier, Leclair et Vanbuskirk, 1998 ; Gillis et Shubin, 2009 ; Luer et
al., 2007 ; Maxwell, Frobisch et Heppleston, 2008 ; Wyffels, 2009). Les stades de
développement sont considérés comparables entre les requins, raies et chimeres,
particulierement en début de développement (Didier, Leclair et Vanbuskirk, 1998
; Maxwell, Frobisch et Heppleston, 2008). Le nombre de structures chondrifiées
peut varier a I’intérieur de ces stades, et cette différence est mentionnée dans les

¢études si elle est présente.

Objectif 3

La séquence de minéralisation de A. radiata a été obtenue en additionnant le
nombre d’événements de minéralisation par spécimen et en les plagant en ordre
croissant. Dans les cas ou deux spécimens avaient le méme nombre d’événements,
leurs rangs respectifs ont été additionnés puis cette somme a été divisée par deux.
Les spécimens ont tous deux ét¢ attribués a ce méme numéro de rang. Afin de
déterminer quel parametre de croissance (longueur totale du spécimen ou largeur
du disque) était plus approprié pour établir la série de croissance, un coefficient de
corrélation de Spearman a été utilisé afin de déterminer si le progres de
minéralisation était plus fortement corrélé avec la longueur totale ou la largeur du
disque. Un coefficient de corrélation de Pearson a été calculé sur le nombre
d’événements de minéralisation par spécimen afin de vérifier si une différence
dans ce nombre existaient entre les embryons et les juvéniles. Finalement, une
régression linéaire simple a été utilisée afin de décrire la relation entre la longueur

totale (Logio L7) et la largeur du disque transformée (Log;o Dw).
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1.4.5 Prise et analyse de données

Objectifs 1 et 2

Le squelette entier des spécimens a été observé et photographié en utilisant une
caméra digitale montée sur un microscope (stéréomicroscopes modele Olympus
ZH10 et Olympus SZ50). Les photographies ont ensuite été importées dans le
logiciel Adobe Photoshop (utilisation des outils luminosité contraste, exposition
et inversion de couleurs), afin d’optimiser la qualité de I’image. Ces
photographies ont ensuite ét¢ imprimées, et un papier calque transparent a été
placé sur ces photographies afin de dessiner avec le plus de précision possible les

différentes structures.

Le codage des ¢léments (0 = ¢lément absent, 1 = ¢lément formé de mésenchyme,
2 = ¢lément dont le contour est en cartilage, 3 = élément fait de cartilage, 4 =
minéralisation tesserale, 5 = minéralisation aréolaire) a été fait pour les éléments
des nageoires paires, pour tous les stades développementaux. La description de
spécimens incomplets repose sur les structures présentes seulement. Les males et
les femelles n’ont pas été traités séparément car le sexe des spécimens reste
inconnu jusqu’a I’apparition des ptérygopodes chez les males. Les chimeres méales
ont des structures appelées ténacula pré-pelviens incorporées aux ceintures
pelviennes, qui servent a agripper les femelles pendant I’accouplement ;
cependant, ces structures sont aussi présentes chez les jeunes stades
embryonnaires des femelles, et ne peuvent étre utilisées afin de sexer les individus

(Didier, Leclair et Vanbuskirk, 1998).

Les séquences de chondrification (et d’ossification) des espéces vivantes peuvent

étre décrites en termes de (1) moment de la premiere apparence d’un élément, (2)
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ordre relatif a I’intérieur d’unités morphologiques et (3) directions de formation

parmi les éléments sériés a I’intérieur d’unités morphologiques (Cloutier, 2010).
La direction du développement progressif des ¢léments individuels a été évaluée
par ’apparition des éléments et leur degré de coloration ; il a été assumé que les

structures colorées plus foncées sont apparues avant celles colorées plus pales

pour un méme individu.

Ces séquences vont étre utilisées afin d’identifier la présence de modules. Une
¢vidence de modules morphologiques sera présente si un critére de similarité
phénotypique et topologique (Eble, 2004) est présent entre les nageoires
pectorales et pelviennes. Ceci signifie que les nageoires vont devoir démontrer
une similarité dans leur anatomie, et que les éléments communs aux nageoires
pectorales (e.g., basaux) vont étre observés aux mémes positions respectives dans
les nageoires pectorales et pelviennes. Une évidence de modularité
développementale va étre présente lorsqu’une forte similarité sera observée dans
la mise en place des éléments des nageoires paires ; c’est-a-dire que I’ordre
d’apparition des éléments et les directions de formation (chondrification,

minéralisation) devront étre similaires entre les nageoires pectorales et pelviennes.

Cette méthode a été utilisée lors d’études précédentes pour la caractérisation de
modules développementaux (Charest et Cloutier, 2008 ; Goswami, 2007 ; Mabee
et al., 2002). Les prémices sur lesquelles la quantification de module chez les
chondrichthyens se basent sont que les séquences développementales devraient
étre congruentes entre les deux nageoires pectorales, entre les deux nageoires
pelviennes, et entre les nageoires paires. Ces modules seront décrits avec la
séquence d’événements suivant la formation d’éléments de mésenchyme, leur
chondrification et subséquente minéralisation. Les modules décrits seront utilisés
et placés dans des arbres phylogénétiques déja publiés, permettant ainsi d’étudier

leur trajectoire évolutive. Ceci va aussi permettre d’inférer les trajectoires des
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mécanismes évolutifs responsables pour la disparité observée dans les patrons de

modularité.

Objectif 3

Les spécimens colorés ont été photographiés et placés sur une table lumineuse
afin d’étre observés sous un stéréomicroscope (Leica MZ 9.5). Tous les éléments
ont ét¢ identifiés ; les éléments sériés des nageoires paires et médianes ont été
numérotés suivant une direction proximo-distale et antéro-postérieure. Un
événement de minéralisation consiste en la présence de minéralisation (tesserale
ou aréolaire) sur un ¢élément individuel (e.g., radial), ou en la présence de
minéralisation a I’intérieur d’un systéme morphologique (e.g., nageoire pectorale).
Le codage des éléments (0 = élément absent, 1 = élément formé de mésenchyme,
2 = ¢lément dont le contour est en cartilage, 3 = élément fait de cartilage, 4 =
minéralisation tesserale, 5 = minéralisation aréolaire) a été fait pour chacun des

¢léments dans chacun des spécimens.

La séquence de minéralisation est basée sur la présence d’événements successifs
de minéralisation, et décrite selon le type, I’ordre d’apparition, le patron de
minéralisation, sa distribution et la direction de progression de la minéralisation
sur les éléments endosquelettiques. Le type fait référence a la minéralisation
tesserale ou aréolaire (Kemp et Westrin, 1979). L’ordre d’apparition fait référence
a I’ordre relatif des événements de minéralisation. Le patron de distribution fait
référence a la distribution des tesserae sur la surface d’un élément ou d’une
structure morphologique (e.g., synarcuum) ; le patron peut avoir une distribution
partielle sur un élément (i.e., dorsal, ventral, latéral) ou le recouvrir complétement.
La direction de minéralisation (e.g., antéro-postérieur, bidirectionnelle) est inférée

a partir de la progression graduelle de la minéralisation d’éléments sériés (e.g.,
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radiaux, centra) ou d’un systéme morphologique (e.g., nageoire pectorale) observé
entre les spécimens ordonnés selon un gradient de taille. Les males et les femelles

n’ont pas ¢été traités séparément.

1.4.6 Nomenclature

Objectifs I et 2

L’identification des éléments et leur nomenclature sont basés sur les travaux de
Schauinsland (1903) pour les nerfs occipitaux, de Beer (1937) et Didier (1995)
pour les structures craniennes et vertébrales et Didier (1995) pour les nageoires
paires. Les ¢éléments qui n’avaient pas ét¢ identifiés dans les études précédentes

ont ét¢ nommés pour cette étude.

Objectif 3

L’identification des ¢léments et leur nomenclature sont basés sur les travaux de
Bustamante et al. (2012) pour les ¢léments craniens et Claeson (2011) pour le
synarcuum. La terminologie des arcs branchiaux est basée selon Gillis ef al.
(2009a) car la morphologie des arcs branchiaux de 4. radiata est similaire a celle
de Leucoraja erinacea. La terminologie de I’endosquelette des nageoires
pelviennes est basée sur Koester et Spirito (2003) avec une légeére modification :
le terme “’¢lément’’ a été remplacé par le terme “’segment’’ afin d’éviter la
confusion. La terminologie utilisée pour les autres éléments endosquelettiques est

basée sur Compagno (1977, 1999).
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1.5 Plan de la thése

Cette these est subdivisée en quatre chapitres et une conclusion générale ; le
premier chapitre consiste en une introduction générale (Chapitre I) et les trois
autres en chapitres de recherche (Chapitre II-1V). Le deuxiéme chapitre répond
directement aux objectifs généraux en décrivant pour la premicre fois une
séquence de chondrification compléte de I’endosquelette des nageoires paires chez
un chondrichthyen. Ce chapitre répond a I’objectif 1 en confirmant que le
développement des nageoires paires de la chimére-éléphant C. milli est similaire
au développement observé chez les autres chondrichthyens ainsi que décrit par les
¢tudes précédentes. Les nageoires paires de la chimére démontrent une trés grande
similitude dans leur morphologie et leur développement, ce qui apporte un appui
important en la faveur de I’hypothése de la duplication des nageoires pectorales et
au re-déploiement des processus développementaux en une position postérieure,

donnant lieu aux nageoires pelviennes.

De plus, cette forte similitude dans la morphologie et le patterning des éléments
suggere la présence de modules morphologiques et développementaux chez les
nageoires paires, ce qui représente le premier module a étre décrit chez un
chondrichthyen a I’aide d’une série ontogénétique, et le premier concernant les
nageoires paires des poissons. Finalement, la présence de modules chez les
nageoires paires et membres pairs, ainsi qu’une direction de formation antéro-
postérieure et proximo-distale représentent des conditions plésiomorphes aux
gnathostomes actuels. Ce chapitre est un manuscrit en préparation en voie d’étre

soumis au Journal of Anatomy.

Le troisieme chapitre répond directement aux objectifs généraux en décrivant pour
la premicre fois une séquence de chondrification compléte de 1’endosquelette de la

région occipitale du chondrocrane, de la région antérieure de la colonne vertébrale
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et du synarcuum chez un chondrichthyen. Ce chapitre répond a 1’objectif 2 en
décrivant I’anatomie et le développement de la région occipitale du chondrocrane
et au synarcuum, et en décrivant leur formation. Aucun élément vertébral n’a été
observé incorporé dans la partie occipitale, celle-ci étant formée seulement par les
parachordaux. La disparité morphologique entre les régions occipitale et
synarcuale augmente au cours du développement. Ainsi, bien que provenant de
sclérotomes sériés homologues, la composition et le développement de la région
occipitale du chondrocrane et de la région antérieure de la colonne vertébrale sont
différents. Le nombre et I’identité des ¢léments incorporés dans la région
occipitale des chondrichthyens varient grandement entre especes. Finalement, il
est démontré que, bien que constitués de plusieurs éléments vertébraux
homologues, les synarcua des chiméres et des raies ne sont pas homologues car ils
posseédent des patrons de formation différents ainsi que des ¢léments
endosquelettiques non-homologues, spécifiques a chacun des groupes. Ce
deuxiéme chapitre est un manuscrit en préparation afin d’étre soumis au Journal

of Morphology

Le quatriéme chapitre répond directement aux objectifs généraux en décrivant
pour la premicre fois une séquence de minéralisation compléete de I’endosquelette
entier chez un chondrichthyen. Ce chapitre répond a 1’objectif 3 en décrivant pour
la premicre fois les types, patrons, distributions et directions de minéralisation
chez la raie épineuse. La distinction entre les patrons de minéralisation crustale et
caténée n’est pas toujours évidente puisqu’il s’agit du méme type de
minéralisation (tesserale) répartie de fagon différente sur les éléments
endosquelettiques, et que la progression de minéralisation rend les deux formes
parfois difficiles a distinguer I’une de ’autre. Les types, patrons, distributions et
directions de minéralisation observés chez la raie épineuse sont généralement
similaires a ceux décrits pour les autres espéces de chondrichthyens, sauf pour un

léger retard au niveau de la machoire comparée aux autres éléments associés au
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chondrocrane. Les directions de minéralisation, similaires entre chondrichthyens,
sont comparées aux ostéichthyens, qui démontrent une grande variabilité
interspécifique. Cependant, certaines directions d’ossification (ostéichthyens) et
de minéralisation (chondrichthyens) sont similaires entre ces deux groupes, tels
une direction proximo-distale pour les nageoires paires, et bidirectionelle pour la
colonne vertébrale et la deuxiéme nageoire dorsale. Ces directions pourraient donc
représenter des conditions plésiomorphes pour les gnathostomes. Ce troisiéme
chapitre est un manuscrit en préparation pour le Journal of Experimental Zoology

(Molecular and Developmental Evolution).
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Résume

La transition d’une seule paire de nageoires (nageoires pectorales) vers la
condition ou deux paires de nageoires paires (nageoires pectorales et pelviennes)
sont présentes est, comparativement a la transition des nageoires paires vers les
membres des tétrapodes, un événement évolutif peu documenté. Tout comme les
membres pairs, les nageoires paires sont considérés homologues sériés, et
I’origine des nageoires pelviennes a été suggéré comme le résultat d’une
duplication des mécanismes génétiques présents au niveau des nageoires
pectorales, mais re-localisés postérieurement. Cependant, peu d’études se sont
penchées sur ces hypothéses. Ainsi, le principal objectif de la présente étude est de
vérifier si la morphologie et le développement étaient similaires entre les
nageoires pectorales et pelviennes chez une forme de gnathostomes basales. Une
forte similarité pourrait corroborer que les nageoires paires sont des homologues
sérié¢s possiblement issue d’un événement de duplication. Le développement des
nageoires paires chez la chimere-éléphant Callorhinchus milii a été utilisé afin de
comparer cette similarité appendiculaire. Une forte similarité dans la morphologie
et la progression de la chondrification entre les nageoires pectorales et pelviennes
a été observée, suggérant que celles-ci représentent des homologues séri€s issus
d’une duplication. De plus, cette similarité morphologique et développementale
suggere la présence de modules morphologiques et développementaux chez les
nageoires paires, ainsi qu’observé chez les membres pairs. La progression de la
chondrification des nageoires paires de C. milii est similaire a celle des autres
chondrichthyens. Des similitudes de directions développementales existent entre
les chondrichthyens et les ostéichthyens, suggérant un partage phylogénétique de
patrons.

Mots-clefs

Nageoires paires, homologie sériée, duplication, Callorhinchus milii,
chondrification, chondrichthyens
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Abstract

The transition from a single set of paired fins (pectoral fins) to the condition
where two pairs of fins are present (pectoral and pelvic fins) is, compared to the
transition of fins to limbs, a much less investigated evolutionary event. As paired
limbs, paired fins are purported serial homologues, and the advent of pelvic fins
has been hypothesized as resulting from a duplication of the genetic mechanisms
present in the pectoral fins but re-iterated at a more posterior location. However,
few studies have verified this possibility. Thus, the main objective of this study is
to investigate whether morphology and development are similar between pectoral
and pelvic fins in a basal gnathostome; a strong similarity could corroborate that
paired fins are serial homologues having arisen through a duplication event.
Paired fin development in the chimaerid fish Callorhinchus milii was used to
investigate this appendicular similarity. A strong similarity in the morphology and
progression of chondrification between the pectoral and pelvic fins in this species
was found, suggesting that these represent serial homologues that could have
arisen by duplication. Furthermore, this high degree of morphological and
developmental similarity suggests the presence of morphological and
developmental modules within paired fins, as observed in paired limbs.
Progression of chondrification in the paired fins of C. milii was also similar to
what was observed in other chondrichthyan species. Similarities in developmental
directions exist between chondrichthyans and osteichthyans, suggesting shared
phylogenetic patterns.

Keywords:

Paired fins, serial homology, duplication, Callorhinchus milii, chondrification,
chondrichthyans
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2.1 Introduction

The development and morphology of vertebrate paired appendages (fins, limbs)
have been intensively investigated by evolutionary developmental biology studies
(Onimaru et al., 2011 ; Shubin, 1995 ; 2012). Among recent taxa, the paired
pectoral and pelvic fins of chondrichthyans (sharks, skates, rays and chimaerids)
and actinopterygians (bichirs, sturgeons, gars, bowfins, teleosts) are homologous
between themselves and to the forelimbs and hindlimbs of tetrapods, respectively
(Coates, 1994 ; Don, Currie et Cole, 2013 ; Shubin, Tabin et Carroll, 1997).
Paired appendages (fins and limbs) are therefore considered serially homologous
structures (Abbasi, 2011 ; Ruvinsky et Gibson-Brown, 2000 ; Shubin, Tabin et
Carroll, 1997), which implies a similarity in the developmental mechanisms
responsible for their patterning (Freitas, Zhang et Cohn, 2007 ; Iber et Zeller,
2012 ; Ruvinsky et Gibson-Brown, 2000 ; Sordino, van der Hoeven et Duboule,
1995 ; Tanaka et al., 2002 ; Tanaka et Tickle, 2007 ; Yano et Tamura, 2013).

This presence of two sets of paired fins is a characteristic of gnathostomes that
originated from the basal-most gnathostomes, at the Ordovician-Silurian boundary
(Zhu et al., 2012), some 444 mya (Walker et Geissman, 2009). Furthermore, it is
well accepted that modifications of the paired fins of sarcopterygian fish during
the Upper Devonian, some 380 mya, resulted into tetrapod limbs (Coates et Ruta,
2007 ; Cohn et al., 2002b ; Shubin, 1995). Therefore, although the transition from
fins to limbs is well documented, other pivotal events in gnathostome evolution
remain unresolved and understudied: (1) the origin of paired fins (Cole et Currie,
2007 ; Gillis, Dahn et Shubin, 2009b ; Wilson, Mirss et Hanke, 2007) and (2)
whether pelvic fins are the result of a duplication of pectoral fins (Don, Currie et
Cole, 2013 ; Ruvinsky et Gibson-Brown, 2000). Several scenarios, based on
morphological and molecular data, have been proposed to explain the transition

from one set of paired appendages (pectoral fins) to two sets (pectoral and pelvic
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fins). The best-known hypotheses based on the modification of pre-existing
structures are the gill arch theory (Gegenbaur, 1878) and the finfold theory
(Balfour, 1881 ; Mivart, 1879 ; Thatcher, 1877). The gill arch theory suggests that
the paired appendages of gnathostomes arose from modification of a gill arch,
whereas the finfold theory suggests that paired appendages are the result of the
subdivision of a continuous finfold into two distinct finfolds, and separated into

an anterior and a posterior parts.

Although these early studies were considered flawed (Coates, 2003 ; Ruvinsky et
Gibson-Brown, 2000), they were recently re-examined using molecular
developmental pathways in elasmobranchs. Gillis et al. (2009) demonstrated that
elements of the branchial skeleton and paired appendages in the little skate
(Leucoraja erinacea) retained similar regulatory and structural components,
corroborating the gill arch theory. Tanaka et al. (2002) did not find morphological
evidence of a lateral finfold in embryos of the lesser spotted dogfish (Scyliorhinus
canicula). Therefore, there is evidence of developmental similarities between
paired appendages and gill arches, but so is there between the molecular

developmental patterns of median and paired fins (Freitas et al. 2006).

However, the observed expression of limb specification genes led to the proposal
that an ancestral vertebrate might have had a single median finfold with a single
cluster of regulatory T-box genes (cluster 7hx4/5) spanning its length, which was
then duplicated (Tanaka et al., 2002). These regulatory genes were then expressed
singly within the pectoral and pelvic fins (7hx5 and 7hx4, respectively). Horton et
al. (2008) proposed that pectoral fins arose from the lateral expression of the
single cluster of regulatory genes (7hx4/5) and caudal transposition of this lateral
expression resulted into the development of pelvic fins. The hypotheses proposed
by Tanaka et al. (2002) and Horton et al. (2008) were based respectively on

modifications of the « genes before fins » and « fins before genes » scenarios
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proposed by Ruvinsky and Gibson-Brown (2000).

Both scenarios suppose that a fin-less ancestor had a single cluster of regulatory
genes (7hx4/5), which acquired a novel domain of expression, resulting in the
formation of the pectoral fins in which both genes were expressed. The « genes
before fins » model supposed that the T-box gene cluster underwent duplication
and that 7hx4 acquired a novel expression domain, resulting in the formation of
pelvic fins. The « fins before genes » model supposed the presence of both
pectoral and pelvic fins before gene cluster duplication, with both fins expressing
the 7bx4 and Thx5 genes (Ruvinsky et Gibson-Brown, 2000). Pelvic fins were the
result of the cluster acquiring a novel expression domain, and eventually divergent
evolution resulted in the 7hx5 being expressed in pectoral fins and 7hx4 in pelvic
fins only. The significant point in both scenarios is that anterior appendages
(pectoral fins) were assembled first, and then reiterated posteriorly (pelvic fins),

making them serial homologues (Ruvinski et Gibson-Brown, 2000).

Minguillon ef al. (2009) observed that limb outgrowth could be initiated in mice
by the single gene cluster AmphiTbx4/5, found in the limbless Amphioxus; limb
formation in Amphioxus is not possible because the genomic locus is missing the
regulatory modules for limb outgrowth (Minguillon et al., 2009). Minguillon et al.
(2009) suggested that it was probably a modification of 7hx5 and 7hx4 regulation
expression rather than the generation of novel protein function that resulted in the
appearance of paired appendages. The « pelvic before pectoral fins » model
(Tabin et Laufer, 1993) was suggested following the observation that only the
posterior Hox genes are expressed during the formation of appendages; it was
hypothesized that re-deployment of the posterior Hox gene expression into an

anterior location gave rise to the pectoral fins.

Freitas et al. (2007) suggested that paired fins arose from a reiteration and
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repositioning of mechanisms already present in median fin development,
suggesting that all fins are serial homologues (Cole et Currie, 2007).
Subsequently, Johanson (2010) proposed a scenario in which a dorsal zone of
competence was present at first in a basal appendage-less vertebrate, and from this
zone of competence, fins supported by radials originated. This zone was then
duplicated and co-opted to a novel area along the flank; eventually this zone of
competence shifted to the lateral plate mesoderm which produced fin buds and

endoskeletal structures in the pectoral region first.

Based on fossil evidence (Coates, 2003 ; Coates et Cohn, 1998, 1999 ; Janvier,
Arsenault et Desbiens, 2004 ; Thorogood et Ferretti, 1993), pectoral fins are said
to have evolved before pelvic fins, before the origin of gnathostomes, although
there is still some contention (Wilson, Mirss et Hanke, 2007). The origin of pelvic
fins thus implies the reiteration of the developmental processes used for producing
pectoral fins, making paired fins serial homologues; following this hypothesis the

morphology and development of pectoral and pelvic fins should be similar.

Although molecular evidence supports the shared phenotype and development of
paired appendages, fundamental morphological information is still lacking, even
though morphogenesis can provide valuable information on the origin and
evolution of structures (Tamura et al., 2001). This is unfortunate, since
developmental morphology is essential to provide a fundamental framework upon
which molecular evidence can be mapped. This framework can be obtained from
the study of sequences of chondrification and mineralization, which can be used to
infer evolutionary developmental patterns and processes (Cloutier ef al., 2010).
These should ideally come from size series of fossils, since a phylogenetically
basal gnathostomes such as placoderms may be more likely to have retained the
basal fin condition than a highly derived group such as teleosts, which can exhibit

extremely diverse appendage morphology (Coates, 2003). Unfortunately, early
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developmental stages of fossil species often do not retain the ontogenetic
development of paired fins, since embryonic endoskeletal structures in
gnathostomes usually consist of cartilage, which does not preserve well (Cloutier,
2010 ; Coates, 1994 ; Lund et Grogan, 1997 ; Raff, 2007). Therefore using a size
series from a fossil placoderm species would be ideal, but as of now, there are

none available with paired fin ontogenetic data, making this not possible.

The next basalmost phylogenetic group after placoderms are chondrichthyans (of
which the Paleozoic forms include paleoselachians and holocephalans); but for the
same reasons as those mentioned above, fossil size series with well-preserved
paired fin structures are unknown. Therefore the use of a size series from a fossil
chondrichthyan species is not currently possible. However, the general growth
patterns observed in actinopterygian and sarcopterygian fossil species do not
appear to differ radically from those found in extant species (Cloutier, 2010); this
may also be the case for chondrichthyan species. Thus, because of the lack of
information on the development of paired fins in more phylogenetically basal
fossil taxa such as placoderms, the study of paired fin development within living
phylogenetically basal taxa is necessary in order to establish plesiomorphic
conditions within extant species. Chondrichthyans are also considered
phylogenetically less derived compared to osteichthyans (Cole et Currie, 2007 ;
Venkatesh ef al., 2007) and crucial to the study of evolutionary developmental
mechanisms (Cole et Currie, 2007 ; Dahn et al., 2007 ; Renz, Meyer et Kuraku,
2013 ; Robinson-Rechavi, Boussau et Laudet, 2004 ; Wourms, 1981).

Despite the fact that chondrichthyan species have been used as research organisms
for centuries (Cole et Currie, 2007 ; Wourms, 1997) and as the topic of several
studies on fin embryology and development (Balfour, 1881 ; Goodrich, 1906 ;
Tanaka et al., 2002), there is still no description of a complete developmental

sequence of paired fins for this group. The morphology of chondrichthyan paired
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fins is generally accepted as reflecting a basal gnathostome condition compared to
osteichthyans (Cole et Currie, 2007 ; Tamura et al., 2001 ; Tanaka et al., 2002),
although there is some contention over this (Coates, 2003). Nevertheless, the fact
that they are gnathostomes of ancient lineage with both pectoral and pelvic fins
makes them ideal models for studies on the evolution of paired appendages (Cole

et Currie, 2007).

In living elasmobranchs (sharks, skates and rays), a pectoral fin with three basal
elements (i.e., propterygium, mesopterygium, metapterygium) is considered the
plesiomorphic condition (Compagno, 1999 ; Mabee, 2000). However, due to
poorly resolved phylogenetic relationships of fossil taxa, it is uncertain whether
this tribasal condition is plesiomorphic for extant and extinct chondrichthyans
(Davis, Shubin et Force, 2004 ; de Carvalho, 1996 ; Mabee, 2000 ; Maisey, 1984 ;
Rosen et al., 1981). As for pelvic fins, these are modified compared to pectoral
fins since they possess a basipterygium and male reproductive structures called
claspers (Compagno, 1977; Didier, 1995; Grogan et Lund, 2004). Because of the
diverging morphology between pectoral and pelvic fins within species, and
different fin morphology among species, chondrichthyans have often been
overlooked in morphological studies of paired fins. Indeed, osteichthyans have
been prefered, even though pectoral and pelvic fins in some species have different
morphologies and developmental patterns (Coates, 2003 ; Wagner et Larsson,

2007).

Despite the fact that chondrichthyans were often ignored for paired fins
morphological studies in the past, chimaeras offer a unique opportunity to
investigate morphological development of paired fins. Within the oldest and most
basal chimaera family, the Callorhinchidae (Didier, 1995; Heinicke, Naylor et
Hedges, 2009 ; Inoue et al., 2010), extant species exhibit gross skeletal similarity

between the pectoral and pelvic fins (Didier, 1995), thus allowing for anatomical
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and developmental comparisons. The general endoskeletal pattern of pectoral fins
of chimaeras dates back from the Middle Jurassic (Stahl, 1999). This
morphological conservatism may indicate a stability in fin patterning through time
within this group, since the genome of chimaeras appears to have retained a
greater number of ancestral genes compared to osteichthyans (Inoue ef al., 2010 ;
Larsson et al., 2009 ; Ravi et al., 2013 ; Renz, Meyer et Kuraku, 2013 ; Yu et al.,
2008). Chimaeras were also found to have a basal position within the
Chondrichthyes (Chen ef al., 2012) and thus are ideal chondrichthyans in which to
investigate development, especially since there is a need for greater embryological
information concerning this group (Pradel ez al., 2011). A growth series of
Callorhinchus milii (Callorhinchidae) is available, thus rendering the study of

development of their paired fins possible.

The main goal of this study is to provide a description of the morphology and
chondrification and mineralization patterns of the pectoral and pelvic fins of
Callorhinchus milii. The first objective is to use this information to verify whether
pectoral and pelvic fins have similar morphology and similar chondrification and
mineralization patterns, since this should be the case if pelvic fins are the result of
a duplicational event of the pectoral fins. Identical patterning between paired fins
is not expected since even though the genes responsible for appendage outgrowth
and axis formation (among others) are fundamentally shared, changes (addition,
deletion) in the developmental pathway can produce variations (morphological,
developmental) in homologous structures (Hall, 1995b ; Young et Hallgrimsson,
2005). The second objective is to compare the ontogenetic data obtained from this
description with that available for other chondrichthyan species in order to see
whether general trends are present, and then to compare these chondrichthyan
trends to those present in osteichthyans, in order to establish generalized patterns

and infer plesiomorphic conditions for extant gnathostomes.
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2.2 Material and Methods

A total of 23 cleared and doubled-stained embryos (Didier, 1995) of
Callorhinchus milii (Holocephali: Callorhinchidae) from the Academy of Natural
Science of Philadelphia of Drexel University (ANSP), Pennsylvania (USA) were
used for this study. Specimens were observed and photographed using a digital
camera mounted on a microscope (Olympus ZH10 research stereomicroscope and
Olympus SZ50 dissecting scope). These photographs were then adjusted with
filtering tools (brightness /contrast, exposure and invert colors) in Adobe
Photoshop in order to display structures optimally. Drawings were made from the
photographs. Description focuses on pectoral and pelvic endoskeletal elements in

specimens ranging from embryo stage 29-36 and hatchlings.

The sequence of skeletal element formation was ascertained by their ontogenetic
appearance in relation to other skeletal elements (Cloutier, 2010). This sequence
was also used to assess directionality in fin development, along with the degree of
staining; elements that were more darkly stained were inferred to have appeared
before lightly-stained ones in a given specimen. Terminology follows Didier
(1995); structures that were not identified previously are named herein. The
developmental stages (Didier, Leclair et Vanbuskirk, 1998), ANSP catalog
numbers, total lengths and sex of specimens indicated for specimens are presented

in Table 2.1.



Table 2.1. Stage, ANSP catalog number, total length (mm) and sex of C. milii

specimens

Stage | ANSP catalog Total length Sex
number (mm)

29 174694 56.25 Undetermined
29 174695 62.10 Undetermined
29 174690 66.75 Undetermined
30 174667 69 Undetermined
30 174665 69.3 Undetermined
30 174658 69.5 Undetermined
30 174656 71.95 Undetermined
31 174693 72.75 Undetermined
31 174689 79.3 Undetermined
31 174661 79.4 Undetermined
32 174696 74.05 Undetermined
32 174688 75.90 Undetermined
33 174659 78.7 Undetermined
33 174682 80.97 Undetermined
33 174691 83.6 Undetermined
34 174711 87 Undetermined
34 174692 89 Undetermined
34 174712 98 Undetermined
35 174663 95 Male
35 174674 100 Female
35 174687 101.6 Male
35 174653 103.85 Male
36 174675 110 Male
Hatch | 174714 166 Undetermined
Hatch | 174713 205 Undetermined

91
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23 Results
General morphology

In C. milii, the pectoral fin of the adult consists of two proximal basal elements
(propterygium and metapterygium) that articulate distally with numerous radials,
whereas the pelvic fin consists of a single basal element (basipterygium, including
the metapterygium) articulating distally with numerous radials (Didier, 1995). In
chondrichthyans, a metapterygial axis is present in the paired fins, and this is

modified into claspers in male pelvic fins (Compagno, 1977).

Progression of development

The pectoral fins of stage-29 specimens are becoming distinct from the lateral
finfold and have a rounded shape. The anterior limit of the fins is at the level of
the fifth branchial arch, whereas the posterior limit appears to be slightly posterior
to the anterior level of the median finfold. A maximum of 25 small unstained
individual mesenchymatous rods span the entire length of the fins, their distal
extremities are enlarged and rounded. These rods are lined next to one another in a
slight inward curve. All rods have similar width, but rods placed at the anterior
and posterior limits of the fins are smaller compared to those in the middle. There
is no evidence (mesenchyme or cartilage) of the presence of the pectoral girdle

and basal elements.

In the pelvic fins of stage-29 specimens, the general external appearance of the
pelvic fins is similar to that of the pectoral fins. A maximum of 19
mesenchymatous rods are present, with those located at the anterior and posterior
limits of the fins nearly half the length of those in the middle. Their alignment,
however, is less curved than those observed in the pectoral fins. In the longest

specimen, ANSP 174690, rods are longer and thinner than those observed in the
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two smaller specimens from the same stage. There is no evidence (mesenchyme or

cartilage) of the presence of the pelvic girdle and basipterygium.

Stage-30 specimens have their pectoral fins damaged and little information can be
retrieved except from specimen ANSP 174667. In this specimen, the
propterygium and the metapterygium are lightly stained as cartilaginous
structures, but no mesenchymatous rods can be seen. The propterygium appears as
a rounded structure in the proximal region of the fins, anteriorly positioned to the
metapterygium, and articulates with the coracoid. The metapterygium is present
posteriorly as an elongated structure within the median region of the fin, and also
articulates with the coracoid. Thus, both the propterygium and metapterygium
articulate with the coracoid at this stage. The ceratotrichia are present along the

lateral edge of the pectoral fins. The pelvic fins are too damaged for analysis.

Stage-31 specimens have their basal elements more fully developed and darkly-
stained than stage-30 specimens (Figures 2.1A, 2.2A). The propterygium is
triangular and is located proximal to the metapterygium. The proximal edge of the
propterygium articulates with the coracoid, the postero-medial edge with the
anterior edge of the metapterygium and its postero-lateral edge with the fused
proximal extremities of radials 1-2. An elongated structure is present lateral to the
wider metapterygium (Figures 2.1A, 2.2A). This element could be interpretated
either as a lateral process of the metapterygium, or as a distinct basal, the
mesopterygium; herein, it is interpretated as being part of the metapterygium. The
lateral process of the metapterygium is beginning to fuse with the metapterygium
in a proximo-distal direction. The proximal extremity of the metapterygium also
articulates with the coracoid (Figure 2.2A). In the longest stage-31 specimen
(ANSP 174661; Figure 2.1A), a rounded element distal to the metapterygium is

present; this element is darkly stained and appears to be separate from the
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metapterygium. Because of its position along the metapterygial axis, this structure

is interpretated as the first metapterygial segment.
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Pectoral fin Pelvic fin

Figure 2.1. Order and direction of chondrification of basal and radial elements in
C. milii paired fins. A-D, pectoral fins; E-H pelvic fins. (Continued on next page).
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Figure 2.1. (Continued). A. specimen ANSP 174661, Stage 31. B. ANSP 174688,
stage 32. C. ANSP 174691, stage 33. D. Pectoral fin of ANSP 174675, stage 36.
E. ANSP 174688, stage 32. F. ANSP 174682, stage 33. G. ANSP 174692, stage
34. H. Pelvic fin of ANSP 174675, stage 36. ACC: anterior clasper cartilage; AR:
anterior radial element; Basi C: basipterygial complex; Basi P: basipterygial
process; DR: distal radials; Meta C: metapterygial complex; Meta S:
metapterygial segments; MR: middle radials; PCC: posterior clasper cartilage;
PR: proximal radials; Pro: propterygium. All specimens are cleared and stained,
cartilages are stained in blue. Scale bar: Imm.

The first row of proximal and middle radials are chondrified. These radials
chondrify sequentially from the mesenchymatous rods, where mesenchymal rod 1
gives rise to proximal and middle radials 1. Middle radials are present as
elongated rectangular structures. They chondrify following an antero-posterior
direction (Figure. 2.1A), with those placed anteriorly more darkly stained and
better defined than those in the middle; as for the posterior rods, they are still
mesenchymatous but are beginning to chondrify from the middle portion of the
rod. The first two middle radials are smaller and fused proximally, forming the
proximal region of the anterior radial element. The proximal radials articulate
with the lateral edge of the metapterygial process. These radials are slightly
squarish and also chondrify following an antero-posterior direction. Proximal
radials are less advanced in their chondrification compared to middle radials.

Distal radials are beginning to chondrify.

Within the pelvic fins of the longest stage-31 specimen (ANSP 174661), a
cartilaginous mass is forming, near the ventral edge of the pelvic girdle. This mass
could be interpretated as a single basal (the metapterygium) with a lateral process
or as two cartilaginous basals (mesopterygium and metapterygium); presently, it
is interpretated as the former. The metapterygium and its lateral process are
darkly-stained anteriorly. The lateral process is elongated and articulates with the

mesenchymatous rods. Similarly to the condition observed within the pectoral
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fins, basal elements chondrify before radials. The middle radials are long and thin,
with rods 1-3 shorter than the subsequent ones and the whole rod assemblage
ressembling the crescent-shaped configuration observed in pectoral fins of stage-

29 specimens.

The pectoral fins of stage-32 specimens exhibit marked differences in their state
of development. Mesenchymatous rods within the smallest one (ANSP 174696)
are lightly stained, with radials starting to differentiate from these rods, whereas
the largest specimen shows a much more advanced state of development, with
new elements present (Figure 2.1B). However, both specimens display a
propterygium that has a large notch marking the lateral edge; the distal edge is
concave and articulates with the forming anterior radial element. The
propterygium and the metapterygium are closer to the coracoid; the proximal edge
of the metapterygium is slightly concave in order to articulate with the coracoid
(Figures 2.1B, 2.2B). The progressive condensation and differentiation of the
metapterygium and its lateral process is continuing further distally. In addition,
the fins of the largest specimen (ANSP 174688) have a propterygium with a thick
ridge on its lateral edge (Figure 2.1B). The space between the metapterygium and
its lateral process has greatly diminished and their distal regions have fused
together. The first metapterygial segment has also fused with the distal edge of the
metapterygium, with the fenestra remaining between them marking the position of

their original separation (Figure 2.1B).



Figure 2.2. Pectoral fin configuration of coracoid, propterygium and
metapterygium during different embryological stages of C. milii. A. ANSP
174693, stage 31. B. ANSP 174696, stage 32. C. ANSP 174682, stage 33. D.
ANSP 174663, stage 35. Cor: coracoid; Meta: metapterygium; Meta C:
metapterygial complex; Meta P: metapterygial process; Meta S: metapterygial
segment; Pro: propterygium. Scale bar: Imm.
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Therefore, the metapterygial complex (metapterygium, lateral process, first
metapterygial segment) now forms a single structure, with a fenestrae remaining
distally. A new element is present distally, which is interpretated as a second
metapterygial segment based on its position within the metapterygial axis. This
segment is similar to the first metapterygial segment, crescent-shaped and longer
than wide. The concave proximal edge of the second metapterygial segment
articulates with the distal edge of the metapterygial complex. All radials present
are more darkly stained in the anterior part of the fin than in the posterior part
(Figures 2.1B, 2.2B). There are now 27 middle radials present. Nearly all first row
proximal radials are present, and a second row of proximal radials has formed
between the first row of proximal radials and the middle radials. The formation of
the anterior radial element is progressing, with the first two middle radials fused
together with the first four proximal radials; the proximal extremity of middle
radial 3 fuses with proximal radial 3. Distal radials 2-8 are present, but are very
lightly stained. All radials (proximal, middle, distal) appear following an antero-

posterior direction of formation (Figure 2.1B).

Structures within the pelvic fins of the smallest stage-32 specimen (ANSP
174696) are also in a less advanced state of development, with mesenchymatous
rods present abuting one another, their length gradually increasing from anterior
to posterior. Within the pelvic fins of the largest specimen (ANSP 174688), both
the metapterygium and its lateral process have elongated proximo-distally, and
their proximal extremities are fused together, creating a metapterygial complex
(Figure 2.1E). A rounded cartilaginous knob is present distally to the
metapterygial complex, and is interpretated as the first metapterygial segment.
The distal edge of the metapterygial complex has ridges articulating with the
adjoining middle and proximal radials. Middle radial 1 is wider, and middle
radials 2-8 are more darkly stained. Middle radial 1-3 are starting to fuse at their

proximal extremities and with the anterior edge of the metapterygial complex,
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forming the basipterygial process. Lightly-stained proximal radials, located in the
middle part of the fin, are chondrifying. The original mesenchymatous rods from
which the radials chondrify can still be observed associated with middle radials 9-

14, and proximal and middle radials are still united by mesenchymatous bridges.

At stage 33, there is still a marked difference in the state of development of fins
among specimens. The pectoral fins of the smallest specimen (ANSP 174659) are
in a less advanced state of development than specimen ANSP 174688 (stage 32),
based on the presence of fewer and more lightly stained structures. Nevertheless,
additional information can be gathered: the second metapterygial segment is
forming at a more median location than what was observed in stage-32 specimen
ANSP 174688. Proximal radials located in the anterior part of the fin are more
darkly stained. Second-row proximal radials are chondrifying, but are still not
fully differentiated from the mesenchymatous rods. In the larger specimens
(ANSP 174682, 174691), the propterygium has transformed into a thick squarish-
structure with two protruding squared-processes (Figures 2.1C, 2.2C). The

articulation of the coracoid with the metapterygium has narrowed (Figure 2.2C).

The metapterygium still has a more lightly-stained area in its center. The second
metapterygial segment has lengthened and shows clearly defined edges, and is
located closer to the distal edge of the metapterygium. The middle radials have
become well-defined rectangular structures, more darkly stained. Radials 20-21 of
the first row are fused together. Second row proximal and distal radials have
chondrified following an antero-posterior direction, and are present in the
posterior part of the fins. In the largest specimen (ANSP 174691), a third row of

proximal radials has formed (Figure 2.1C).

In stage-33 specimens, the condition of pelvic fins is similar to what is observed

in the pectoral fins, namely that their development in the smallest specimen
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(ANSP 174659) is less advanced than in a stage-32 specimen (ANSP 174688);
lightly stained cartilaginous rods span nearly the entire length of the pelvic fins
within the smallest specimen. In the larger specimens (ANSP 174682, 174691),
the metapterygial complex loosely articulates with the pelvic girdle (Figure 2.1F).
The distal edge of the metapterygial complex fuses with the first metapterygial
segment, which still has a knob-like appearance. Nearly all middle radials are
differentiated, with those at the posterior edge of the fin more lightly stained. The
proximal extremities of middle radials 1-3 fuse together to form the basipterygial
process. Proximal radials are chondrifying following an antero-posterior direction.

Distal radials are chondrifying as lightly-stained elements with a diffuse outline.

In the longest specimen ANSP 174691, ridges are observed on the lateral side of
the metapterygial complex, and these ridges articulate with the proximal and
middle radials which are still part of the barely apparent mesenchymatous rods.
The anterior clasper cartilage has become rounded, while the posterior clasper

cartilage appears to be forming as two juxtaposed structures.

The pectoral fins of the smallest and largest stage-34 specimens (ANSP 174711,
174712) are not properly stained. In specimen ANSP 174692, the protruding
squared-processes of the propterygium are thicker and articulate postero-medially
with the coracoid. The median edge of the propterygium and the proximal edge of
the metapterygial complex now tightly articulate together. The distal edge of the
propterygium is slightly concave in order to articulate with the convex edge of the
anterior radial element. The metapterygial complex and the second metapterygial
segment are wider throughout their length and articulate together. The posterior
edge of the second metapterygial segment is concave and articulates with the
proximal extremity of the fused first row of proximal radials in the posterior
section of the fin. Middle radials and the first, second and third rows of proximal

radials are darkly stained. A fourth row of proximal radials is present within the
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posterior section of the fin. Distal radials are chondrifying following an antero-

posterior direction.

The pelvic fins of stage-34 specimen ANSP 174711 are less advanced than stage-
33 specimen ANSP 174691, and those of specimen ANSP 174712 are not well-
stained. In specimen ANSP 174692, the metapterygial complex is almost
completely fused to the knob-like first metapterygial segment, creating the
basipterygial complex (Figure 2.1G). A fenestrae remains between these elements,
similar to the condition observed within the pectoral fin. Middle radials located
anterioly have the same width throughout their length and are thicker and shorter
than middle radials located posteriorly, which have narrow proximal extremities.
All proximal radials are present and darkly-stained, except for proximal radial 17
which is chondrifying. Distal radials are chondrifying following an antero-
posterior direction, and are differently shaped depending on their position in the
fin: distal radial 1 has an elongated shape, radials 3-9 are rectangular-shaped,
while radials 10-16 are slightly rounded. The anterior clasper cartilage is taking a
more elongated shape, and is closer to the basipterygial knob. The posterior

clasper cartilage is becoming longer distally.

The development of paired fins is almost completed in stage 35; all pectoral
elements are present by the end of this stage (Figure 2.2D). In the pectoral fins,
the coracoid now principally articulates with the propterygium, although the
medio-anterior apex of the metapterygial complex appears to still be associated
with the coracoid (Figure 2.2D). The small fenestra remains in the posterior
region of the metapterygial complex, whose posterior edge has widened. The
proximal edge of the second metapterygial segment articulates more tightly with
the distal edge of the metapterygial complex. The distal edge of the second
metapterygial segment articulates distally with a small rounded element,

interpretated as a third metapterygial segment. This third metapterygial segment
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itself articulates distally with another element, triangular-shaped and pointing
medially, which is interpretated as a fourth metapterygial segment. There can be
up to four metapterygial segments present after the metapterygial complex,
documenting intraspecific variation among specimens of the same stage. The
lateral edges of the second metapterygial segment articulate distally with the

surrounding proximal radials.

A total of 27 middle radials is present, with radials 3-24 being elongated
rectangular structures with rounded proximal extremities and squared distal
extremities, whereas radials 25-27 are more irregularly shaped. Middle radials
have elongated proximo-distally along with the first, second and third rows of
proximal radials. Second row and third row proximal radials may appear longer
because of fusion between the second, third and fourth row radials. All distal
radials are present, and radials 3-24 are wider. The shape of these radials varies
according to their position; radials 1-3 are small, triangular-shaped, radials 5-12
are more hexagonal-shaped, and radials 13-27 are elongated. Small irregular-
shaped elements, with no apparent regular segmentation, have appeared at the
medio-distal edge of the fin (Figure 2.1D). In the smallest specimen (ANSP
174663), small cartilaginous elements, interpreted as interdistals, are present
between distal radials 24-26 (Figure 2.1D). Four of the first row proximal radials,
articulating with the second metapterygial segment, have fused together; their
identity vary from first row proximal radial 18 to 23. In larger specimens, the
interdistals are now present up to distal radials 12-13, and have become more

triangular in shape. The irregular elements are also more numerous.

In the pelvic fins of stage-35 specimens, the basipterygium is complete, formed by
the fusion of the metapterygium, the metapterygial process and the first
metapterygial segment. The ridges associated with the articulating radials are

more distinct, and the fenestra are smaller. The region of the basipterygium
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articulating with the pelvic girdle has taken the appearance of a rounded ridge.
Middle radials have elongated and their distal extremities are rounded. The first
two middle radials (1-2) are longitudinally fusing together proximo-distally, and
the proximal extremities of middle radials 1-4 fuse to the basipterygium to form
the basipterygial process. Proximal radials are rectangular-shaped. Distal radials
are more lightly-stained in the posterior part of the fin, and radials 1-2 fuse
together. Similar to what is observed in the pectoral fins, distal radials are
rectangular-shaped in the anterior section of the fin, rounded toward the middle

and become triangular-shaped in the posterior section.

The anterior clasper cartilage is rounded proximally and wider distally, and
articulates with the posterior clasper cartilage, which is thin, elongated, and
slightly curved. In specimen ANSP 174687, the basipterygial process is complete
and fused to the anterior region of the basipterygium articulating with the girdle.
Proximal radials 18-20 have fused together and articulate with the concave
posterior section of the basipterygium. All distal radials have chondrified,
following an antero-posterior direction. In the longest specimen (ANSP 174653),
the basipterygial process is narrower. The anterior extremity of the posterior
clasper cartilage is wider and thinner. A female specimen (ANSP 174674) shows
only one cartilaginous element present, its position coresponding to the anterior
clasper cartilage. The proximal edge is rounded, whereas its distal edged is

pointed.

The pectoral fins of stage-36 specimen form tightly articulated and compact
structures, resulting from the appeared increase in size of the fin elements (Figure
2.1D). The median edge of the propterygium and the proximal edge of the
metapterygial complex are longer; the small fenestrae remains distally within the
metapterygial complex. More proximal radials have fused together including three

second row proximal radials (19-21) articulating with fused first row proximal
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radials 19-23. There is a fifth row of proximal radials present within the posterior
region of the fin. Irregular elements are larger and fill the space between middle
radial 27 and the last metapterygial segment, which is longer, thinner and points
medially (Figure 2.1D). An interdistal element appears to be separating from

distal radial 19 (Figure 2.1D).

Pelvic fins show a condition similar to that of the pectoral fins, where all elements
appear more tightly associated (Figure. 2.1H). The middle and proximal radials
are thinner and longer. Two small rounded structures, similar to irregular
elements, are present posterior to the last distal radial (Figure 2.1H). The proximal
edge of the anterior clasper cartilage is more rounded and forms a clear
articulation with the concave posterior edge of the basipterygial knob. The
posterior clasper cartilage has increased in thickness, and its anterior extremity
forms a well-defined articulation with the posterior extremity of the anterior

clasper cartilage.

Morphological similarities

The morphology of the pelvic fins is highly similar to that of pectoral fins
(Figures 2.1D, H; 2.3). Both the pectoral and pelvic fins possess a metapterygial
complex; a propterygium is lacking within pelvic fins. The pectoral fin has four or
five metapterygial segments distal to the metapterygium. The third segment is
rounded, the following one squared (when present) and the last one shaped as an
elongated triangle, pointing medially. These segments are highly similar to the
morphology of the metapterygial segments present in the pelvic fin, including the
anterior and posterior clasper cartilages. The anterior clasper cartilage is rounded
proximally and squared distally, whereas the posterior clasper cartilage is
elongated and pointed distally. The pectoral fin includes an anterior radial element

made of the fused anterior proximal and middle radials whereas the pelvic fin
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includes a basipterygial process made of fused anterior middle radials. Both
pectoral and pelvic fins have all three types of radials: proximal, median and
distal. The pectoral fin has one to five rows of proximal radials, whereas the
pelvic fin has only one row. Both pectoral and pelvic fins have one row of middle

radials and one row of distal radials.

However, slight differences between pectoral and pelvic fins were also observed.
Pectoral fins are elongated and exhibit greater morphological complexity
compared to the rounded pelvic fins. There is an overall greater number of radials
and more rows of proximal radials within the pectoral fins compared to the pelvic
fins. Interdistal and irregular elements, which appear towards the end of fin
development (stage 35), are present in the pectoral fin but not in the pelvic fin.
The irregular elements are small cartilaginous structures that are present at the
edge of the fin, between the last middle radials and the second and third
metapterygial segments. These do not appear to be radials, since radials form
earlier, chondrifying from the mesenchymal rods. Interdistals are also elements
present only in the pectoral fin, although they were also reported in the pelvic fin
by Didier (1995) and could be present in specimens larger than those used in the
present study. These interdistals appear to be formed by the segmentation of the
anterior portion of the distal radials. The progression of the pectoral fins

chondrification preceeds the progression of the pelvic fins.

Order and direction of development

The order in which the cartilaginous elements form in the pelvic fins is similar to
that observed in the pectoral fins (Figure 2.3). The basal elements chondrify first,
followed by the middle and proximal radials whereas distal radials were the last to
chondrify. The metapterygial segments and the clasper cartilages chondrify later

in development, when the majority of radials are formed. Irregular and interdistal
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elements appear at the very end of pectoral fin formation.

The direction of formation of the mesenchymatous rods within the paired fins was
not observed. The direction of formation of elements within the pelvic fins is
similar to the one observed in pectoral fins (Figures 2.1, 2.3). The metapterygial
complex of the paired fins chondrifies following a proximo-distal direction of
formation. Metapterygial segments, including the claspers, chondrify following a
proximo-distal direction. Radials (proximal, middle and distal) present in the
anterior section of the fins are first to chondrify, followed by those in the middle
and finally those in the posterior sections, thus also following an antero-posterior
direction of formation. The formation of the anterior radial element and
basipterygial process from the fusion of individual radials also follows an antero-
posterior direction. The interadials elements of the pectoral fins appear to be the

only ones following a postero-anterior direction of formation.
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Pectoral fin

Pelvic fin

Figure 2.3. Diagram illustrating concording elements of pectoral and pelvic fins
of C. milii specimen ANSP 174675, stage 36. Similar elements are color-
coordinated between paired fins. Arrows illustrate the direction of chondrification
of basal and radial elements.
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2.4 Discussion

Chondrichthyans are considered ideal basal gnathostomes in which to investigate
paired fin development (Dahn et al., 2007 ; Freitas, Zhang et Cohn, 2007 ; Gillis
et Shubin, 2009 ; Tanaka et al., 2002) because 1) they are gnathostomes of ancient
lineage with still living representatives (Grogan et Lund, 2004 ; Miller, Cloutier et
Turner, 2003) and 2) they are purported to exhibit the most primitive fin
morphology within extant vertebrates (Tamura ef al., 2001). An ontogenetic
growth series of the chimaerid fish C. milii provided the opportunity to describe
the ontogenetic progress of paired fin endoskeletal patterning. The morphological
data collected within this study demonstrated that in C. milii paired fin
morphology and patterning are highly similar, and that pectoral fins develop

slightly in advanced compared to pelvic fins.

Morphological and patterning similarity in paired fins: serial homologues and

modules

The anatomical similarity between the pectoral and pelvic fins of fossil and extant
chondrichthyans has been mentionned by Rosen et al. (1981) and more
specifically for extant species of chimaeras by Didier (1995, 2004) . Our results
corroborate these observations. The highly similar morphology and concerted
directions of endoskeletal patterning observed within C. milii paired fins suggest
that paired fins are serial homologues (Horton ef al., 2008), similar to paired limbs
(Ruvinsky et Gibson-Brown, 2000). They are recognizable as homologues
because they are variations of the same structural organisation and share at least
part of a developmental circuit (Cracraft, 2005 ; Hall, 1995b) However, the
serially homologous paired limbs are also considered morphological and

developmental modules, among others (Raff, 1996 ; Winther, 2001 ; Young et
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Hallgrimsson, 2005). This is because serial homologues result from the
duplication of the underlying developmental program of a modular structure at a
novel location and time (Beldade et Brakefield, 2003 ; Kuratani, 2009 ; Raff, 1996
; Ruvinsky et Gibson-Brown, 2000). Modules are units that comprise numerous
interacting parts that are functionally integrated (Goswami, 2007 ; Mabee et al.,
2002 ; Poe, 2004 ; Raff, 1996), hierarchically organized and capable of
independent evolutionary trajectory (Bolker, 2000 ; Klingenberg, 2002 ;
Mitteroecker et Bookstein, 2007 ; Raff, 1996 ; Von Dassow et Munro, 1999 ;
Wagner, 1996 ; West-Eberhard, 2003). A morphological module is composed of
hierarchically organized parts (e.g., bones) within an organism and is investigated
through anatomical studies (Winther, 2001). A developmental module is described
in terms of the recurrent anatomical direction of formation (chondrification,
mineralization) of serial elements such as radials and vertebrae inside
morphological units (Cloutier, 2010 ; Cubbage et Mabee, 1996 ; Mabee et al.,
2002 ; Ward et Brainerd, 2007). Thus, the high degree of morphological and
developmental similarity suggests that the pectoral and pelvic fins in C. milii
constitute morphological and developmental modules. The concerted molecular
developmental patterns observed within the paired fins of different species of
chondrichthyans (Cole et Currie, 2007 ; Dahn et al., 2007 ; Freitas, Zhang et
Cohn, 2007 ; Sakamoto et al., 2009 ; Yonei-Tamura ef al., 2008) further
corroborates the presence of modules in paired fins. Although several modules
have already been observed within the median fins of actinopterygians (Mabee et
al., 2002) and the vertebral column of fishes (Ward et Brainerd, 2007), none had
been previously ascertained for the paired fins. The paired fin module described in

C. milii is the first to be characterized in chondrichthyans, and in fishes in general.
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Pelvic fins: a case of duplication?

The concerted morphology and endoskeletal patterning observed in the paired fins
of C. milii suggest the presence of modules. Several evolutionary processes can
affect modules such as dissociation, duplication and co-option (Raff, 1996).
Because modules are physical units that can be rearranged spatially (Breuker,
Debat et Klingenberg, 2006), a duplicated module can be deployed to another
position within an organism (Rutishauser et Moline, 2005 ; Ruvinsky et Gibson-
Brown, 2000). Our data support the hypothesis of pectoral fin developmental
mechanisms being duplicated at a posterior location which resulted into the origin
of pelvic fins. The fact that pectoral fins develop before the pelvic fins, the
relatively simplified anatomy of pelvic fins compared to pectoral fins along with
the rudimentary development in females of what develops into the clasper
elements in males also support this hypothesis. Reiteratation of duplicated
modules has also been suggested to account for the two dorsal fins present in
extinct and extant chondrichthyans (Maisey, 2009) and in extant osteichthyans
(Johanson et al., 2009 ; Mabee et al., 2002); the same process could account for

paired fins.

Previous interpretations suggested that chondrichthyan paired fins were
fundamentally different from one another, and that a high degree of similarity
within their structural plan was either absent (Coates et Cohn, 1998) or a
secondary condition (Zangerl, 1981). However, a high degree of similarity was
observed in the morphology and development of the paired fins of C. milii,
contradicting these statements. Pectoral and pelvic fins of basal gnathostomes
were also proposed to develop differently during early ontogeny (Janvier, 2007)
and similarity between them was hypothesized to be only found in

sarcopterygians, tetrapods included (Coates, 2003).
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Differences in the morphology and patterning of paired fins may be explained by
the fact that changes between serial homologues can occur due to developmental
and environmental factors (Hall, 1995b ; Ruvinsky et Gibson-Brown, 2000 ;
Young et Hallgrimsson, 2005) and modules can undergo transformation through
time and experience evolutionary change (Bolker, 2000 ; Raff, 1996 ; Redies et
Puelles, 2001 ; Schlichting et Pigliucci, 1998 ; Wagner, 1996).

This transformation of modules through time has been a major factor in fin and
limb evolution (Mabee et al., 2002 ; Shubin et Davis, 2004). The anatomical and
developmental similarities between paired fins is proposed to result of an
originally similar Bauplan obtained by the duplication of the original 7bx4 / 5
gene ; this duplication of T-box gene would not be surprising since these genes
are believed to have diversified from duplication and subsequent dispersion, and
share redundant functions (King et al. 2006). Although forelimb identity (skeletal
elements and muscles) appears to be the result of a generic limb program under
Thx5, hindlimb identity is conferred by, among other things, an unique repressor
activity in 7bx4 which, along with Pitx/ activity, give hindlimbs their identity
(Horton et al., 2008 ; Ouimette et al., 2010 ; Szeto et al., 1999).

Although not verified in chondrichthyans, a similar situation may explain the
anatomical and developmental similarities and differences observed within the
paired fins of C. milii: the similar generic Bauplan represents the module, which is
subsequently modified at the pectoral level resulting in a greater number of
elements, or at the pelvic level resulting in a reduced number of elements. Gene
activity (7hx4, PitxI) in the pelvic fins resulted, among other things, in the
presence of claspers. Variations in the appearance and number of fin elements
observed in zebrafish and chondrichthyans where correlated with different Sonic
hedgehog (Shh) and retinoic acid (RA) expressions, and were thus suggested as

possible factors further influencing paired fin morphology during the course of
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their evolution (Dahn et al., 2007 ; Sakamoto et al., 2009).

Developmental trends: comparisons among gnathostome groups

Complete accounts of anatomical fin development within chondrichthyans are
scarce, since few ontogenetic studies are available (Didier, 1995). Therefore,
chondrichthyan fin development has led to much speculation, making it difficult
to establish which developmental patterns are common to gnathostomes (Mabee et

al., 2002).

In order to understand how widespread the ontogenetic anatomical sequences
observed within the paired fins of C. milii are, this ontogenetic data was compared
to the one observed in other chondrichthyan species. There seems to be several
developmental aspects that are similar, such that the mesenchymatous plate of
both the pectoral and pelvic fins is divided before the onset of chondrification and
that basal elements chondrify first, followed by radials as observed in S. canicula
(Balfour, 1881 ; Freitas, Zhang et Cohn, 2007 ; Goodrich, 1906), Pristiurus (Cohn
et al., 2002b) and Spinax (Etmopterus) (Holmgren, 1933). The early formation of
pectoral fins compared to pelvic fins was also observed in S. canicula (Ballard,
Mellinger et Lechenault, 1993), Leucoraja ocellata (Maxwell, Frobisch et
Heppleston, 2008), L. erinacea (Luer et al., 2007) and this was previously
observed by Didier ef al. (1994) in C. milii. On the other hand, the hypothesis that
the propterygium and mesopterygium resulted from the fusion of radials (Janvier,
1996 ; Rosen et al., 1981), was not validated in C. milii because these basal

elements chondrified as single elements and not as the fusion of radials.

Comparison with osteichthyan ontogenetic sequences is complicated by the
different fin architecture and developmental processes observed in

actinopterygians and sarcopterygians. Basal and derived actinopterygians retain



114

the propterygium and mesopterygium whereas the metapterygium is retained in
the basal and lost in derived actinopterygians (Coates, 1994 ; Coates et Cohn,
1998). Basal and derived actinopterygians have pectoral fins that go through an
initial endoskeletal disc stage (mesenchyme, cartilage), which subsequently
subdivides into proximal radials. The metapterygium originates from an extension
of the scapulocoracoid in basal actinopterygians (Davis, Shubin et Force, 2004 ;
Mabee et Noordsy, 2004), and distal radials arise as de novo cartilaginous
condensations in both basal and derived actinopterygians (Davis, Shubin et Force,

2004 ; Grandel et Schulte-Merker, 1998) .

Actinopterygian pelvic fins do not go through a disc phase, and elements
chondrify individually (Akimenko et al., 1995 ; Grandel et Schulte-Merker, 1998 ;
Mercader, 2007). No clear developmental pattern was observed within the
pectoral fins of basal-ward extant actinopterygians (Davis, Shubin et Force, 2004 ;
Mabee et Noordsy, 2004). Grandel and Schultze-Merker (1998) concluded, upon
reviewing several works, that formation of a pectoral disc of mesenchyme
(Acipenser ruthenus, A. stellatus), procartilage (Acipenser sturio, Amia calva), or
cartilage (Polypterus senegalus, Lepidosteus sp. and teleosts) is the common
pattern of development among actinopterygians. Therefore, the chondrification of
individual elements in the pelvic fins, the early development of the pectoral fins
compared to the pelvic fins and the antero-posterior direction of patterning for the
distal radials of pectoral fins are trends observed in both actinopterygians and

chondrichthyans.

In contrast to the condition observed in teleost paired fins, sarcopterygians have
retained the metapterygium but not the propterygium and mesopterygium (Rosen
et al., 1981 ; Zhu et Yu, 2009). Pectoral fins of the lungfish Neoceratodus forsteri
start developing several weeks before pelvic fins, and the morphology and

patterning is similar between fins (Joss et Longhurst, 2001). There is no
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endoskeletal cartilaginous disc; individual mesenchymatous endoskeletal elements
are transformed into cartilage following a proximo-distal direction of development
(Joss et Longhurst, 2001). This is also observed within the paired limbs of derived
sarcopterygians (tetrapods) (Weatherbee et Niswander, 2007 ; Young et
Hallgrimsson, 2005). The development of pectoral fins in advance of pelvic fins
and a proximo-distal direction of patterning is also observed within
chondrichthyans. Trends that are common between chondrichthyans and
osteichthyans are the formation of the pectoral fins before the pelvic fins, a
proximo-distal direction of chondrification and morphological and patterning

similarity between fins.

Determination of plesiomorphic conditions in paired fins

The trends reviewed above must be interpretated in a phylogenetic framework in
order to determine if they reflect a plesiomorphic condition for gnathostomes.
This framework should be as stable as possible in order to recover evolutionary
patterns; however, relationships among fossil and extant gnathostomes are still
only partly resolved (Brazeau, 2009 ; Brazeau et Friedman, 2015 ; Coates, 2003 ;
Donoghue et Sansom, 2002 ; Goujet, 2001 ; Pradel et al., 2013 ; Venkatesh,
Erdmann et Brenner, 2001 ; Zhu et Yu, 2009). Furthermore, within gnathostomes,
chondrichthyan relationships also remain poorly resolved (Grogan et Lund, 2009 ;
Pradel, Tafforeau et Janvier, 2010 ; Pradel et al., 2011 ; Stahl et Chatterjee, 2003).
The Iniopterygii, in particular, are problematic, since they are considered either as
stem chondrichthyans (Grogan et Lund, 2009) or as stem holocephalans (Pradel et
al., 2009 ; Pradel, Tafforeau et Janvier, 2010 ; Stahl, 1999 ; Zangerl, 1981). These
unresolved relationships make the identification of plesiomorphic conditions

difficult for this group.
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A general phylogenetic framework was reconstructed based on Trinajstic et al.
(2014), Pradel et al. (2010), Grogan and Lund (2009) and Zhu and Yu (2009)
(Figure 2.4). The generalized developmental trends that were common to
osteichthyans and chondrichthyans were mapped upon this framework and
suggested as plesiomorphic conditions. The formation of pectoral fins before
pelvic fins was considered plesiomorphic by Bininda-Emonds et a/ (2007) and
may represent a plesiomorphy for gnathostomes. The presence of paired
appendage modules is also considered a plesiomorphic condition for

gnathostomes since these are observed in sarcopterygians and C. milii.

The phenomenon of pectoral fin development before pelvic fins and the presence
of a paired appendage module represent plesiomorphic developmental conditions
for gnathostome paired fins; however, establishing the plesiomorphic
morphological condition of paired fins is another matter. This task is hindered by
gaps in the fossil record (Brazeau, 2009 ; Coates, 2003 ; Raff, 2007 ; Stahl et
Chatterjee, 2003 ; Zhu et al., 2009), resulting in a limited inventory of paired fin
morphologies. This is complicated by the absence of pelvic fin information,
resulting in studies focusing mostly on pectoral fins (Coates, 2003 ; Don, Currie et
Cole, 2013 ; Pradel, Tafforeau et Janvier, 2010 ; Wagner et Larsson, 2007 ;
Zangerl, 1981 ; Zhu et Yu, 2009). It is thus still debated whether the development
and evolutionary trajectory of pelvic fins is similar to that of the pectoral fins
(Rosen et al., 1981; Shubin et al., 1997, Coates and Cohn, 1998; Grandel et
Schulte-Merker, 1998; Janvier ef al., 2004). Therefore the following discussion
concerns the condition of pectoral fins only; the pelvic fin condition in fossil

chondrichthyans is adressed afterwards.

The pectoral fin condition has traditionally been referred to as having either one
(monobasal) or several endoskeletal basal elements (polybasal, including tribasal).

There has been some confusion as to the exact meaning of these terms, since some
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authors use it to describe the number of basal fin elements articulating with the
girdle (Coates, 2003 ; Rosen et al., 1981 ; Zhu et Yu, 2009) whereas others use
the same term to designate the total number of basal elements present in the fin,
whether these elements articulate with the girdle or not (Davis, Shubin et Force,
2004 ; Didier, 1995 ; Wagner et Larsson, 2007). In this study, the former meaning

1s used.

It has been suggested that a monobasal condition (Goujet, 2001 ; Janvier,
Arsenault et Desbiens, 2004 ; Pradel, Tafforeau et Janvier, 2010 ; Rosen et al.,
1981 ; Zhu et Yu, 2009) or one composed a series of basal elements (Lund et
Grogan, 1997) represent the plesiomorphic pectoral fin condition for
gnathostomes. The pectoral fin condition for osteostracans, which are considered
as the sister-group of gnathostomes, is considered to be a single disc of cartilage
present in adult specimens, thus making it monobasal (Janvier, 1981 ; Janvier,
Arsenault et Desbiens, 2004 ; Johanson, 2002). However, it is still unclear
whether the pectoral fin condition of the osteostracan Escuminaspis is monobasal
or polybasal (R. Cloutier, pers. com.). As for placoderms, both the monobasal
(Goujet, 2001 ; Zhu et Yu, 2009) and tribasal (Goujet, 1984 ; Mabee, 2000 ;
Wagner et Larsson, 2007 ; Young et Guorui, 1992) conditions have been proposed
as plesiomorphic for the group. The only data available for acanthodians pertains
to the Carboniferous species (Acanthodes bronni) which shows a tribasal
condition (Coates, 1994, 2003 ; Zhu et al., 2013). Basal actinopterygians have a
tribasal condition (Goujet, 2001 ; Zhu et Yu, 2009) and although most
sarcopterygians have monobasal condition (Coates, 2003 ; Janvier, 1996), basal-
most sarcopterygians identified to date were shown to possess a polybasal
pectoral fin (Zhu 2009). Thus, based on the condition observed from the fossil
record, and the reconstructed phylogenetic framework used in this study, we

suggest that basal condition for gnathostomes is monobasal.
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The plesiomorphic pectoral fin condition in chondrichthyans has been
hypothesized as monobasal (metapterygium only) (Goujet, 2001 ; Rosen et al.,
1981) or tribasal (propterygium, mesopterygium and metapterygium) (Coates,
2003 ; Compagno, 1977, 1999 ; Mabee, 2000 ; Wagner et Larsson, 2007 ; Zhu et
Yu, 2009). Although the monobasal condition was observed in the oldest known
articulated shark Doliodus problematicus (Miller, Cloutier et Turner, 2003), it was
suggested as derived among chondrichthyans, since proximal premetapterygial
and metapterygial radials (which can form a basal plate or not) are present in a
majority of Paleozoic chondrichthyans (Pradel, Tafforeau et Janvier, 2010).
Zangerl (1981) and Lund and Grogan (1997) suggested that due to its prevalence,
the condition in which unjointed radials are associated anteriorly with the girdle
followed by small radial-supporting axial elements extending posteriorly
represented the plesiomorphic condition for chondrichthyans. This condition
could be interpreted as monobasal since the first of the axial element may

represent the metapterygium.

The holocephalian (including the Iniopterygii) plesiomorphic condition of the
pectoral fin has been proposed as monobasal with the presence of a single
basipterygium (Pradel, Tafforeau et Janvier, 2010), in which case the dibasal
(propterygium and metapterygium) condition would be derived (Stahl, 1999 ;
Coates et Sequeira, 2001). The purported dibasal condition reported in the
Carboniferous Traquairius spinosus and Debeerius ellefseni has also been
proposed as plesiomorphic by Coates (2003); however, the condition observed in
T. spinosus could be considered monobasal (Lund et Grogan, 1997), and
multibasal in D. ellefseni (Grogan et Lund, 2000). The Iniopterygii have a
monobasal fin (Grogan et Lund, 2009 ; Pradel et al. 2010), but the lack of
consensus on chondrichthyan relationships makes difficult the establishment of
the plesiomorphic condition for the chondrichthyan pectoral fin . If the
phylogenetic hypothesis proposed by Grogan and Lund (2009) is considered, the
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plesiomorphic condition for chondrichthyans would be monobasal, whereas it
would be a polybasal condition if Pradel ez al.’s (2010) hypothesis is taken into

account.

As for the pelvic fins, the presence of a metapterygial axis is considered a basal
condition (Coates, 2003 ; Compagno, 1977 ; Grogan et Lund, 2004 ; Rosen et al.,
1981 ; Zangerl, 1981). Even though the pelvic fin structure of some fossil
chondrichthyans is still not well understood, the Carboniferous fauna displayed
enough information to enable Lund and Grogan (1997) to hypothesize the
evolutionary history of the pelvic fin and clasper in male chondrichthyans. The
plesiomorphic condition (after Stethacanthus altonensis) is hypothesized to be a
series of radials articulating directly with the girdle, with a small metapterygial
plate posterior to the girdle (Lund, 1985); this condition then shifted towards the
development of an elongated basipterygium (and the alignement of the clasper
with it) and the articulation of most radials upon this basipterygium (Lund et

Grogan, 1997).

From the above review of purported plesiomorphic conditions within
gnathostomes in general, and chondrichthyans in particular, fin conditions are
usually characterized based upon the number of basal elements present in the
adult phenotype of the pectoral fin. However, it is important to keep in mind that
the adult condition of fossil and extant species may represent a modification (e.g.
fusion of elements) from the embryonic condition; this was observed in C. milii in
the case of the metapterygial complex (Figure 2.2) and anterior radial element and
basipterygial process in C. milii (Didier, 1995 ; this study). The possibility of
secondary fusion of radials and basals was also raised by Zangerl (1981),
Compagno (1977; 1999), Didier (1995), Janvier (1996), Lund and Grogan (1997)
and Pradel et al. (2010).
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Furthermore, the difference between what constitutes a basal or an enlarged radial
is difficult to define and is not yet resolved (Pradel, Tafforeau et Janvier, 2010 ;
Rosen et al., 1981); the series of small radials articulating with the girdle may
actually represent basals. The number of basals articulating with the pectoral
girdle can also vary between early and late development; in C. milii, both the
propterygium and metapterygium articulated with the coracoid in stages 31 and 32
(Figures 2.2A, 2.2B) whereas the configuration of the elements changed later in
development, where only the propterygium articulates with the coracoid, and the
metapterygium only articulates with the propterygium, which is also the condition
observed in the adult. Therefore, ontogenetic data reveals information which is not
present in the adult condition, and should be considered when inferring homology
and plesiomorphic conditions. For example, if the early ontogenetic morphology
of C. milii is taken into account, the pectoral fin would be considered tribasal,

such as in elasmobranchs, rather than dibasal.

Figure 2.4 shows the plesiomorphic and derived fin conditions mapped on a
phylogenetic framework. As for chondrichthyans, a simplified phylogeny is used,
with iniopterygians placed either as stem chondrichthyans following Grogan and
Lund (2009) or as stem holocephalans following Zangerl (1981), Stahl (1980,
1999) and Pradel et al. (2010). Although the use of the term “’polybasal’’ (Zhu
and Yu, 2009) leads to a decrease in precision, since the basals referred to may not
be homologous structures among species, it is used here as the condition for
holocephalans because of the early fin condition (propterygium and metapterygial
complex articulating with the coracoid) observed in C. milii (Figure 2.2). The
plesiomorphic condition of osteostracans and placoderms is hypothesized as
monobasal whereas the plesiomorphic condition in crown gnathostomes is

hypothesized as polybasal.
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Other fin characteristics include the presence of an endoskeletal disc phase, which
was suggested as the plesiomorphic pattern of development in gnathostomes
(Grandel et Schulte-Merker, 1998). From the information observed in extant
forms taken as proxy for basal gnathostomes such as S. canicula (Freitas, Zhang
et Cohn, 2007) and C. milii (this study), this could be the case if the endoskeletal
disc is composed of mesenchyme, not cartilage. The condition in which a
mesenchymatous disc is first transformed into cartilage and then remodeled by
cell apoptosis as observed in actinopterygian pectoral fins (Davis, Shubin et
Force, 2004 ; Grandel et Schulte-Merker, 1998 ; Mabee et Noordsy, 2004) is a

derived condition of crown gnathostomes.

It is interesting to note that in most basal actinopterygians, the disc appears to
remain pre-cartilaginous during its subdivision into the different fin elements.
Finally, the presence of a paired appendage module, a proximo-distal direction of
patterning and the early development of pectoral over pelvic fins is plesiomorphic

for extant gnathostomes.
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Figure 2.4. Vertebrate phylogeny showing paired fins condition, evolutionary
events and modules. Relationships are illustrated using a general phylogenetic
framework reconstructed based on Trinajstic et al. (2014), Pradel et al. (2010),
Grogan and Lund (2009) and Zhu and Yu (2009). Two alternative hypotheses of
chondrichthyan relationships are illustrated: A = Grogan and Lund (2009), B =
Pradel et al. (2010). A-P patterning: antero-posterior appendage patterning; D-A
module = dorsal + anal fin patterning module (Mabee ef al., 2002), E-E module =
exoskeleton-endoskeleton module (Mabee et al., 2002), FDF = first dorsal fin
module (Mabee ef al., 2002); Pectoral fin cart. disc = pectoral fin cartilaginous
disc. Crown gnathostomes are in bold, taxon marked with a cross are extinct and
with ¢’ ¢* are hypothesized as paraphyletic.

2.5 Conclusion

Knowledge of paired appendage morphological patterning, although quite
extensive in derived sarcopterygians such as tetrapods, has remained elusive in
basal extant gnathostomes such as chondrichthyans. The lack of information

pertaining to endoskeletal morphogenesis for this group hindered the study of
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evolutionary patterns and the determination of plesiomorphic conditions for extant
gnathostomes. Morphological and developmental similarities within paired fins of
the chimaerid fish C. milii are consistent with their status as serial homologues
and suggest that these are morphological and developmental modules. This
supports the hypothesis of a duplication of the original developmental program

present in the pectoral fins into a posterior position, resulting in pelvic fins.

Furthermore, a monobasal pectoral fin is suggested as the plesiomorphic condition
for gnathostomes, whereas a polybasal condition is plesiomorphic for extant
crown gnathostomes, including chondrichthyans. Further research within extant
and extinct basal gnathostomes is necessary to better understand the modification
of paired fin morphology through time. Anatomical studies describing the
endoskeletal patterning of paired fins of other chondrichthyan species is essential
to comprehend the mechanisms at work. Furthermore, in order to complement this
morphological information, the molecular mechanisms observed during the fin
development of chimaerids must be investigated. This would provide a

comprehensive view of paired fin development in chondrichthyans.
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Résume

De récentes ¢tudes concernant la région occipitale du chondrdcrane et la région
synarcuale des chondrichthyens ont soulevé plusieurs questions concernant
I’homologie entre ces deux systemes morphologiques. Les régions occipitale et
synarcuale possedent une morphologie trés divergente au cours des derniers stades
de développement. Cependant, elles sont toutes deux issues de sclérotomes
homologues sériés, et elles pourraient donc étre similaires au cours de leur
développement précoce. La composition de la région occipitale a aussi été
suggérée comme étant homologue parmi les chondrichthyens, bien que le nombre
et ’identité des éléments vertébraux incorporés dans cette région n’aient pas été
comparés. Finalement, les synarcua des raies et des chimeéres sont considérés non-
homologues bien que leur ontogénie n’ait jamais été comparée. Une série
ontogénétique d’embryons doublement colorés de Callorhinchus milii a été
utilisée afin de décrire la progression de la chondrification dans les régions
occipitale et synarcuale, afin de répondre a ces questions. Le développement des
régions occipitale et synarcuale difféere. Aucun élement vertébral distinct n’a été
observé dans la région occipitale du chondrocrane. Un inventaire de la
composition de la région occipitale des chondrichthyens révele que 1’identité des
¢lements vertébraux incorporés n’est pas homologue chez ce groupe, indiquant
ainsi une plus grande disparité que suggérée par le passé. Finalement, la non-
homologie entre les synarcua de raies et de chiméres est supportée pour la
premicere fois par des données ontogénétiques.

Mots-clefs :

Callorhinchus milii, région occipitale, synarcuum, élement vertébral, homologie,
chondrichthyen
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Abstract

Recent studies concerning the occipital and synarcual regions of chondrichthyans
raised several questions about the homology between these morphological
systems. The occipital and synarcual regions have highly divergent morphologies
in late developmental stages; however, because they originate from serially
homologous sclerotomes, they could show similarity early in their development.
Also, the composition of the occipital region was suggested as homologous
among chondrichtyans, although the vertebral elements incorporated in this region
were not compared. Finally, the batoid and chimaera synarcua are considered non-
homologous, but their ontogeny was never compared. Therefore, an ontogenetic
series of cleared-and-double stained specimens of the chimaera Callorhinchus
milii was used in order to describe the progression of chondrification in the
occipital and in the synarcual regions. Early development of the occipital and
synarcual regions differs. There are no distinct vertebral elements observed
incorporated into the occipital region of the chondrocranium. A review of the
composition of this region for chondrichthyans reveals that the identity of the
incorporated vertebral elements is not homologous in this group, thus indicating a
greater disparity than previously appreciated. Finally, the non-homology between
the synarcua of batoids is supported for the first time using ontogenetic data.

Keywords: Callorhinchus milii, occipital region, synarcuum, vertebral element,
homology, chondrichthyan
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3.1 Introduction

The presence of vertebral elements associated with a notochord is a characteristic of
gnathostomes (Arratia, Schultze et Casciotta, 2001). The vertebral column is an
antero-posterior organized anatomical system that evolved into a regionalized
structure (Morin-Kensicki, Melancon et Eisen, 2002). This regionalization can be
defined as a similarity in the morphology (size, shape and composition) of the
vertebrae within specific regions along the notochordal axis. The amount of
regionalization observed within the notochordal axis varies across vertebrates
(Gomez et Pourquié, 2009 ; Ward et Brainerd, 2007). In extant fishes,
regionalization can be observed within the cranium and the vertebral column (Bird
et Mabee, 2003 ; Nowroozi et al., 2012). Within the cranium, the occipital region is
the posterior region of the chondrocranium where vertebral elements have been
incorporated (Bemis et Forey, 2001 ; Britz et Johnson, 2010 ; Ward et Brainerd,
2007). The number and kind of elements (i.e., neural arches, basidorsals,
basiventrals) incorporated vary among taxa (Bemis et Forey, 2001). The vertebral
column of extant fish is usually separated into the trunk and the caudal regions
based on the morphology of their vertebrae (Nowroozi ef al., 2012 ; Schilling,
2011).

Little research has focused on the description of the occipital region of the
cranium in gnathostomes. In answer to this paucity of data, Bemis and Forey
(2001) provided an overview of the number of occipital arches incorporated into
the cranium of various groups of fishes, more specifically in actinopterygians;
they found a great disparity in the number of vertebral elements incorporated
within this region. Britz and Johnson (2010) also surveyed the composition of the
occipital region of actinopterygians; they argued that the occipital region of all
actinopterygians they investigated was homologous, and included three segments

indicated by the number of attached myosepta. They argued that differences from
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this condition are due to the fusion, during ontogeny, of the vertebral elements of
additional segments. As for chondrichthyans (i.e., sharks, batoids and chimaeras),
the number of vertebral elements incorporated into the cranium was evaluated by
surveying two species, Squalus acanthias and Etmopterus sp. (Bemis et Forey,
2001). However, the condition observed in these two species may not reflect the
condition present in other chondrichthyans, notably the Holocephali, which have
evolved separately from elasmobranch fishes most likely since the Carboniferous
period, some 330 mya (Grogan et Lund, 2004). Britz and Johnson (2010)
suggested that the occiput of all chondrichthyans was probably homologous and
contained the same number of vertebral segments, and recommended that further

investigation should be made.

The synarcuum is a postcranial compound structure resulting from the fusion of
the anterior vertebral elements (Claeson, 2011 ; Grogan et Lund, 2000 ; Johanson
et al., 2013 ; Stahl, 1967, 1999). Although synarcua are present in extinct
placoderms and in extinct and extant chondrichthyans (batoids and Holocephali),
these compound structures are not considered homologous among these different
groups (Johanson et al., 2013 ; Maisey, 1986 ; Patterson, 1965). Among
chondrichthyans several extant shark species, although not exhibiting synarcua,
show modified vertebral morphologies in the anterior part of the vertebral column,
in the region between the posterior boundary of the occipital region and the level
of the pectoral fins (Claeson et Hilger, 2011), whereas batoids (skates and rays)
and chimaeras posess a synarcua (Claeson, 2011) (Figure 1). However,
embryological studies of synarcuum formation are scarce for both groups
(Claeson, 2011 ; Miyake, 1988). Chondrification and mineralization of the
synarcuum of Raja asterias was investigated by Claeson (2011) and the formation
of a chimaera synarcuum was described by Johanson et al. (2010) based on one
specimen of Chimaera monstrosa. Recently, Johanson et al. (2015) showed that

the synarcuum of Callorhinchus milii embryos formed from a secondary fusion of
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separate vertebral elements and not from a lack of segmentation of the anterior
region of the vertebral column. Johanson ef al. (2015) did not, however, describe

the complete sequence of chondrification of the synarcuum.

The vertebral column and the occipital region of the cranium develop from
consecutive post-otic sclerotomes and can thus be considered serial
homologues (Johanson, Carr et Ritchie, 2010). Because homologous
structures may appear far more similar during early ontogeny than in latter
developmental stages (Scholtz, 2005 ; Moczek, 2008), it can be hypothesized
that early embryological stages of serially homologous sclerotomes would be
similar (Johanson et al., 2010). However, morphological studies providing
detailed information on skeletal development are scarce for extant taxa that
are phylogenetically basal, even though they are crucial for providing a
fundamental framework upon which molecular, functional and phylogenetic
information can be compared. For example, understanding the function and
diversity of vertebrate axial structures and how these have evolved through
time is critical for ascertaining the impact of genetic control over it (Koob et

Long, 2000).

In order to address this lack of information and to assess developmental changes,
complete ontogenetic series are needed (Adriaens et Verraes, 2002), especially
to determine patterns of fusion that occur between vertebral elements (Bemis et
Forey, 2001). Among vertebrates, extant chondrichthyans represent ideal
ontogenetic models, since they are phylogenetically the most basal living
gnathostome group exhibiting both an occipital region and a synarcuum.
Furthermore, within extant neochondrichthyans, relationships are still
unresolved (Dunn et Morrissey, 1995 ; Naylor ef al., 2005) and thus because
both batoids and chimaeras possess a synarcuum, studying its ontogeny could be

critical for understanding chondrichthyan diversification (Claeson, 2011).
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This is particularly important concerning the batoid and chimaera synarcua,
since they are considered non-homologous structures. Although the ontogeny of
specific anatomical systems has been described previously in chimaeras (Didier,
Leclair et Vanbuskirk, 1998 ; Didier, Stahl et Zangerl, 1994 ; Grogan, Lund et
Didier, 1999 ; Johanson et al., 2013 ; Stahl, 1967), the formation of the occipital
region and vertebral column has never been described using a complete
ontogenetic series. Yet, information from ontogenetic sequences are necessary to
validate the ontogenetic criteria used in determining homologies (Ereshefsky,
2010 ; Rieppel, 2005); indeed, from a developmental point of view, the critical
feature of homology is their ontogenetic development (Amundson, 2001). This
lack of embryological information concerning holocephalans thus impedes
greater understanding of gnathostome evolution (Pradel et al., 2013). The family
Callorhinchidae is considered basal within extant chimaeras based on
morphological and molecular data (Didier, 1995 ; Licht et al., 2012), and the
elephant shark Callorhincus milii has recently gained popularity as a model
species for investigating evolutionary questions (Heinicke, Naylor et Hedges,
2009 ; Renz, Meyer et Kuraku, 2013). Therefore, a developmental serie of C.
milii was used in order to investigate endoskeletal patterning in a holocephalan

and answer the above questions.

Therefore, the first objective of this study was to provide a description of the
morphology and chondrification of the occipital region and synarcuum of C. milii
(Figure 3.1). This information was then used to verify whether the occipital and
anterior vertebral column regions, which originate from serially homologous
sclerotomes, exhibit similar morphology and developmental patterns. The second
objective was to verify whether the number and identity of vertebral elements
incorporated into the occipital region of chondrichthyans is homologous among

taxa. Finally, the third objective is to use the ontogenetic information obtained
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from the growth series of C. milii in order to validate the purported non-homology

of the synarcua of batoids and chimaeras.
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Figure 3.1. Synarcuum of C. milii. Drawing (B) made from picture (A) of newly
hatch cleared-and-stained specimen ANSP 174713, left side; stippled lines are
elements that are unclear due to the specimen being cut longitudinally. BD,
basidorsal; DFAC, first dorsal fin attachment cartilage; DSF, dorsal synarcual
spinal nerve foramen; LES, lateral extension of synarcuum; N, notochord; NA,
neural hemiarch; SP, synarcuum plate; VSF, ventral synarcual spinal nerve
foramen. Scale bar = Imm.
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3.2 Materiel and Methods

Twenty-three cleared and double-stained embryos (stages 29-36, Didier, Leclair et
Vanbuskirk, 1998) and two hatched juveniles (Didier, Leclair et Vanbuskirk,
1998) of the chimaera Callorhinchus milii, housed in the collection of the
Academy of Natural Science of Drexel University, Philadelphia (ANSP),
Pennsylvania (USA) were used for this study (Table 3.1). The cleared and double-
staining technique follows Hanken and Wassersug’s (1981) protocole with
modifications from Potthoff (1984) (Didier, 1995). Following this technique,
cartilaginous elements are stained with Alcian blue, and mineralized elements
with Alizarin red, thus enabling the visualization of skeletal patterning.
Description of occipital and synarcuum development is provided by specimen
stages. For incomplete specimens, information is reported either for the
synarcuum or the occipital moeities. There was no mineralization observed on the
endoskeletal elements of the occipital or synarcuum region. Specimens were
observed and photographed using a digital camera mounted on a dissecting
microscope (Olympus ZH10 research stereomicroscope and Olympus SZ50
dissecting microscope). These photographs were then optimized (brightness
/contrast, exposure and invert tools) using tools from Adobe Photoshop (CS4) in
order to display structures optimally. Drawings were made from the photographs.
Terminology of spino-occipital nerves follows Schauinsland (1903). Terminology
of cranial structures follows de Beer (1937) and Didier (1995). Structures that

were not identified in previous studies are named herein.
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Table 3.1. Stages, ANSP catalog number, total length (mm) and conditions of C.
milii specimens.

Stage | ANSP catalog | Total length Condition of occipital and
number (mm) synarcual regions

29 174694 56.25 Tissue still present

29 174695 62.10 Tissue still present

29 174690 66.75 Tissue still present

30 174667 69 Well stained

30 174665 69.3 Well stained

30 174658 69.5 Well stained

30 174656 71.95 Well stained

31 174693 72.75 Tissue still present

31 174689 79.3 Well stained

31 174661 79.4 Well stained

32 174696 74.05 Well stained

32 174688 75.90 Poorly stained

33 174659 78.7 Poorly stained

33 174682 80.97 Poorly stained

33 174691 83.6 Well stained

34 174711 87 Poorly stained

34 174692 89 Poorly stained

34 174712 98 Well stained

35 174663 95 Poorly stained

35 174674 100 Poorly stained

35 174687 101.6 Poorly stained

35 174653 103.85 Poorly stained

36 174675 110 Poorly stained

Hatch | 174714 166 Well stained, head only

Hatch | 174713 205 Poorly stained
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3.3 Results

In stage-29 specimens, the anterior part of the notochord is visible within the
cranium; it curves towards the dorsum sellae and then bends ventrally, extending
into the level of the orbits. The anterior-most part of the notochord then turns
upward into the cranium, making an 80° angle with the orbital floor. The paired
parachordals are the only structures present within the post-orbital region of the
cranium; they are thin and diffuse cartilaginous bars that are positioned laterally
on each side of the notochord. The anterior limit of the parachordals appears to
end anteriorly to the curvature of the notochord into the orbital region, whereas
the posterior limit does not reach the posterior boundary of the occipital region.
There are no structures present in the synarcuum region, except for the notochord,
which is wider than in the cranial region. There is a notochordal constriction
marking the boundary between the posterior cranial region and the anterior region

of the synarcuum.

In stage-30 specimens (Figure 3.2A), the parachordals are darkly-stained and their
outline is better defined. The anterior part of the parachordals becomes
progressively thicker and shows ventral projections elongating downward. The
posterior part of the parachordals has become wider and rounded, and is
progressing towards the boundary of the notochordal constriction. The anterior
and posterior cartilages of the otic capsule are chondrified, dorsal to the

notochord. There are no elements visible within the synarcual region.

The occipital and synarcual regions show important changes among the three
stage-31 specimens, such as the appearance of new elements and the fusion of
pre-existing ones. In the occipital region of the early stage-31 specimen
(ANSP174693), no new elements appear to be present. Within the occipital region
of the middle stage-31 specimen (ANSP174689), the posterior extremity of the
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parachordals has nearly reached the posterior boundary of the occipital region,
and has begun expanding ventro-dorsally toward the otic capsules. The anterior
and posterior basicapsular commissures are formed, constricting the metotic
fissure, and delineating the foramen of the glossopharyngeal nerve (IX) antero-
ventrally to the otic capsule. The posterior basicapsular commissure delineates the
anterior boundary of the future foramen for the vagus nerve (X). Ventro-posterior
to the vagus nerve foramen are three foramina for the passage of three spinal
nerves; these foramina are formed by the dorsal progression of cartilage from the
parachordals, around the nerves, towards the otic capsules. These nerves are
tentatively identified as occipital nerve b and ¢ and ventral root of spinal nerve a.
There are no vertebral elements observed within the occipital region. In the
occipital region of the late stage-31 specimen (ANSP174661) (Figure 3.2B), the
foramen of the glossopharyngeal nerve is clearly delineated, and the foramen of

the vagus nerve is closed posteriorly by the anterior edge of the occipital arch.

In the synarcual region of the early stage-31 specimen (ANSP174693), there are
no elements present on the notochord. In the middle stage-31 specimen
(ANSP174689), several structures are associated with the notochord in the
synarcual region. Basidorsals 1-12 are present dorsally on each side of the
notochord, posterior to the notochordal constriction. Neural hemiarches 2-12 are
present, fused with their respective basidorsals, except for hemiarches 12, that are
forming distal to their associated basidorsals. The distal part of neural hemiarches
2-4 is fused together, outlining the ventral spinal nerve foramina 2-4. The dorsal
part of fused neural hemiarches 2-3 expands distally. An elongate cartilage is
present latero-ventral on each side of the notochord, starting just posterior to the
occipital margin and ending at the level of basidorsals 7. This is the anterior
ventral cartilage of the synarcuum (AVCS) and there are no defined basiventrals

within this ventral cartilage, or posterior to it at this stage. The anterior extremity
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of this cartilage is slightly wider than the posterior one, and is curved to articulate

with the rounded posterior extremity of the parachordals.

Basidorsals and neural hemiarches are present immediately posterior to the
synarcual region, but have not yet formed posterior to the second dorsal fin level.
These basidorsals and neural hemiarches are comparatively smaller and more
lightly stained, thus suggesting that they appear in an antero-posterior direction. In
the late stage-31 specimen (ANSP174661) (Figure 3.2B), the dorsal part of fused
hemiarches 2-3 and the basidorsals and neural arches are more darkly stained and
defined. The AVCS is more clearly defined, its median edges reaching toward

each other ventro-medially.
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Figure 3.2. Occipital region and synarcuum of embryonic and newly hatch
specimens of ontogenetic series of C. milii. (continued on following page).
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Figure 3.2. (Continued). Original photograph on left column; drawing from the
photograph on the right; only relevant structures are illustrated. Occipital and
spinal nerve abbreviations are in smaller font. All specimens are in lateral view.
A. Stage 30 (ANSP 174667). B. Stage 31 (ANSP 174661). C. Stage 34 (ANSP
174712). D. Stage newly hatched, (ANSP 174713), right side without synarcuum
plate; left side with synarcuum plate illustrated in Figure 3.1. ABC, anterior
basicapsular commissure; AOC, anterior otic cartilage; AVCS, anterior ventral
cartilage of synarcuum; b, foramen of spinal nerve b; BD, basidorsal; BV,
basiventral; ¢, foramen of spinal nerve c; da, dorsal foramen of spinal nerve a;
DFAC, first dorsal fin attachment cartilage; DSF, dorsal synarcual spinal neural
foramen; IX, foramen of glossopharyngeal nerve; LES, lateral extension of
synarcuum; N, notochord; NA, neural hemiarch; OA, occipital arch; OC, otic
capsule; P, parachordal; PBC, posterior basicapsular commissure; POC, posterior
otic cartilage; SCA, scapula; SNA, synarcuum neural hemiarch; SP, synarcuum
plate; va, ventral foramen of nerve a; VSF, ventral synarcual foramen; X,
foramina of vagal nerve; y, foramen of occipital nerve y; z, foramen of occipital
nerve z. Scale bar = Imm.

The two stage-32 specimens show marked differences in their state of
development. In the occipital region of the early stage-32 specimen
(ANSP174696), the base of the occipital arch is stained similarly to basidorsals 1-
2 of the synarcual region; however, there is no clear outline of discrete
basidorsals. In the occipital region of the late stage-32 specimen (ANSP 174688),
the occipital arch appears to be fused to the otic capsule and the outline of the

vagus nerve foramen is visible.

Within the synarcual region of the early stage-32 specimen (ANSP 174696), the
neural hemiarches, now completely fused with their associated basidorsals, are
thicker and slightly curved. The base of neural hemiarches 2-5 are joined by
cartilaginous bridges, and these form the ventral edge of the ventral foramina. The
ventral foramina 2-4 are now clearly delineated, and dorsal foramina 2-3 are
beginning to form. The chondrification of the ACVS is progressing dorsally
toward the basidorsals, surrounding the notochord, and laterally, with the

formation of lateral extensions similar to the lateral stays observed on batoid
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synarcua. The posterior limit of the ACVS reaches the level of basidorsals 8.
Basiventrals appear to be forming ventral to the notochord, following the posterior
limit of the synarcuum. In the late stage-32 specimen (ANSP 174688), neural
hemiarches 2-10 are larger compared to posterior ones. The distal extremity of
neural hemiarches 2-5 has greatly widened and slightly extended, and dorsal
foramina 2-5 are present. The distal extremity of neural hemiarches 8-10 has
widened, but less than what is observed in the anterior region of the synarcuum
(neural hemiarches 2-5). The distal extremity of hemiarches 8-10 has also greatly
extended, and fuses with its counterpart medially, dorsal to the notochord. The
distal extremity of neural hemiarches 8 articulates with a distally projecting
cartilaginous structure, the first dorsal fin attachment cartilages (DFAC). This
structure is slightly curved backwards, and more lightly stained in the middle. The
DFAC articulate on each side with the anterior basal edge of the first dorsal fin.
Basiventrals 9-12 are present, basiventrals 9 abutting to the posterior limit of the

ACVS.

In the occipital region of stage-33 specimens, the parachordals surround the
notochord ventrally. A cartilaginous bridge has formed between the posterior part
of the otic capsule and the distal part of the occipital arches, resulting in the

formation of the dorsal foramina of the first spinal nerve a.

In the synarcual region of stage-33 specimens, the distal extremity of neural
hemiarches 8-10 have extended and fused together, and with the ventral extremity
of the DFAC. This forms the posterior region of the dorsal surface of the
synarcuum, which decreases in height antero-posteriorly. The DFAC has widened
distally, and its extremity, articulating with the first dorsal fin, is slightly curved.
In the synarcual region, neural hemiarches 1 have formed. The enlarged distal
extremity of neural hemiarches 1-6 has fused together, forming lateral rectangular

cartilages. The synarcual plate is forming as an irregular cartilaginous mass dorsal
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to the distal extremities of neural hemiarches 5-6 and anterior to neural

hemiarches 8.

Within the occipital region of stage-34 specimens, the occipital region appears
nearly completed. There are five ventral foramina (occipital nerve y, z and spinal
nerve a, b, ¢) present, in addition to the foramina of the glossopharyngeal and the
vagus nerves, and one dorsal foramen (dorsal root of nerve a). The foramen of
occipital nerve y is located ventral to the anterior limit of the vagal nerve
foramina. The occipital nerve z is located directly under the vagal nerve foramina,
and the spinal nerves follow posteriorly, with spinal nerve c at the posterior

boundary of the occipital region.

In the nearly completed synarcuum of stage-34 specimens (Figure 3.2C), ventral
(2-5) and dorsal (1-5) foramina are formed by the presence of cartilaginous
bridges between the median portions of the neural hemiarches. Single large
foramina are present between neural arches 5-9. The distal portions of neural
hemiarches 1-6 have grown medially toward each other and appear fused with the
synarcual plate over the notochord, thus forming the anterior dorsal surface of the
synarcuum. This surface is pointed over neural arches 1, wider in the middle over
neural arches 2-4, and narrower posteriorly. Neural arches 11 have their distal
extremities fused with neural arches 10. The ventral extremity of neural
hemiarches 1-9 has fused with the ACVS, which have joined ventrally and
completely surround the ventral surface of the notochord. The lateral ventral
extensions of the ACVS are clearly defined and articulate with the dorsal
processes of the compound pharyngobranchials /epibranchials of the branchial
arches (as defined by Gillis et al., 2011). The DFAC have elongated, their distal
extremity articulating more tightly with the anterior region of the first dorsal fin;
large openings are present between the DFAC and the synarcual plate. The

synarcual plate is expanding dorsally.
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The occipital region of stage-35 specimen is lightly stained and cannot be
properly described. Within the synarcuum of stage-35 specimens, the enlarged
distal extremities of neural arch 11 are fused with the distal region of preceding
neural arches. The posterior edge of the synarcual plate articulates with the
anterior ventral edge of the first dorsal fin between the DFAC. The anterior edge
of the synarcual plate is rounded whereas the dorsal and posterior edges are

straight. The dorsal edge of the synarcual plate is slightly rounded anteriorly.

The occipital and synarcual regions of the stage-36 specimen are lightly stained
and no new information could be observed. Within the occipital region of newly
hatched specimens (Figure 3.2D), the occipital region is completely fused with the
otic capsule. The foramina are smaller, well delineated, and are aligned one after
the other in a gentle curve, with occipital nerve y and spinal nerve c placed at a

slightly dorsal position compared to the other foramina (Figure 3.2D).

In the synarcual region of newly hatched specimen (Figures 3.1, 3.2D), the
anterior and posterior regions of the synarcuum are fused together dorsally. The
neural hemi-arches have widened, and the size of the foramina are reduced. The
number of spinal nerve foramina has increased compared to previous stages.
There are ventral and dorsal spinal nerve foramina associated with neural arches
1-5 and 8-9. There is only one elongated spinal nerve foramen present between
neural arch 6-7 and 10-11. Neural arches 11-12 have fused with their associated
basidorsals. Basiventrals 9-10 appear to be fused with the ventral cartilage of the

synarcuum.
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Order and direction of development

In the occipital region of the chondrocranium, the posterior extremity of the
parachordals was the first element to chondrify, and nerve foramina were formed
from its postero-dorsal progression. In the synarcual region, the basidorsals,
neural hemiarches and ACVS were the first elements to appear, followed by
elements articulating with the first dorsal fin, and ending with the formation of the
synarcual plate. Within the occipital arch, the pharyngeal nerve foramina was
completed before that of the vagus nerve. Direction of formation of the first three
ocipital nerve foramina cannot be ascertained, since they were present all at once

in our sample.

Within the synarcuum, the direction of formation of the first 12 basidorsals and
hemiarches cannot be ascertained, since they also were present all at once in a
short perior of time. The formation of the dorsal surface of the synarcuum follows
a dorso-median direction. The anterior ventral cartilage of the synarcuum
develops following ventro-dorsal and latero-medial directions. The basidorsals
and neural arches posterior to the synarcual region appear to develop in an antero-
posterior direction, which was ascertained by the lesser degree of staining, the
smaller size of the posteriormost elements, and their absence posterior to the
synarcuum in early stages. Fusion between neural hemiarches and basidorsals, and
formation of spinal nerve foramina also followed an antero-posterior direction.

The synarcual cartilaginous plate forms following a ventro-dorsal direction.
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34 Discussion

Previous studies highlighted the lack of information pertaining to the development
of the occipital and synarcual regions within chondrichthyans (Bemis et Forey,
2001 ; Britz et Johnson, 2010 ; Claeson et Hilger, 2011 ; Johanson, Carr et
Ritchie, 2010 ; Johanson et al., 2013). This missing information impedes the
resolution of long standing embryological and developmental questions such as
(1) whether the occipital and synarcual regions, although exhibiting different adult
morphology, have similar morphology and development early in ontogeny; (2)
what are the number and identity of the vertebral elements incorporated into the
occipital region of chondrichthyans, and whether these are homologous among
taxa; and finally, (3) whether the anatomical composition and development of
batoid and holocephalan synarcua are different enough to justify their purported
non-homology. Results show that the early developmental anatomy of the
occipital and synarcual regions of C. milii are not similar; that there were no
distinct vertebral elements observed incorporated into the occipital region; and
finally that although partly composed of vertebral elements that are homologous,

the synarcua of batoids and chimeras (C. milii) are not homologous structures.

Progression of chondrification in the occipital and anterior vertebral column

regions

The first objective of our study was to verify whether the occipital and anterior
vertebral column regions (comprised between the posterior boundary of the
occipital region and the pectoral fins), which are morphologically dissimilar in
adult stages (Johanson, 2010), display similar morphology and developmental
patterns within early stages because originating from serially homologous
sclerotomes. The structural composition of the occipital region and the vertebral

column within the limits of the synarcuum is similar only in the very early
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developmental stage 29, when no elements are formed. As of stage 30,
parachordals are present within the occipital region; in stage-31 specimens, no
vertebral elements are present in the occipital region, whereas basidorsals and
neural hemiarches appear on the anterior vertebral column region along with the
AVCS (Figure 3.2). Further development shows even more differentiation
between both regions. Thus, the morphology of the occipital region and anterior
region of the vertebral column are not similar during development, as was
mentioned by Johanson et al. (2010). The presence of individual pre-cartilaginous
ventral and dorsal vertebral elements in the occipital and ventral vertebral
elements in the anterior ventral region of the synarcuum were however observed
by Johanson et al. (2015) in C. milii. Such vertebral elements were not observed
in our specimens because of the restricted window of development available,

along with the fact that the specimens used were older.

The composition of the occipital region in chondrichthyans

The second objective was to compare the composition of the occipital region in C.
milii to that of other chondrichthyans. Although description of the extant
chondrichthyan cranium (complete or partial) and its development has been the
topic of several studies (Balfour, 1878 ; de Beer, 1937 ; El-Toubi, 1949 ;
Goodrich, 1930 ; Didier, 1995 ; Grogan, Lund et Didier, 1999 ; Grogan et Yucha,
1999 ; Holmgren, 1940 ; Jollie, 1971 ; Maisey, 2004 ; Miyake et al., 1992 ; Pradel
et al., 2013 ; Schauinsland, 1903) only a few of these studies describe the

formation of the occipital region.

In sharks, the identity of vertebral elements incorporated within the occipital
region and their associated nerve foramina vary among species. In S. acanthias,
the parachordal elongates posteriorly to the notochord, forming the occipital arch.

A neural arch (basidorsal), an intercalary (interdorsal) and a centrum are added to
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the occipital arch, and two hypoglossal nerve foramina are present on each side
(de Beer, 1937). Holmgren (1940) also observed a close association among the
occipital arch, basidorsal, and the intercalary in a 38-mm S. acanthias embryo,
with ventral foramina for occipital nerve y and z, and a dorsal foramina for
occipital nerve z along with an unidentified one. EI-Toubi (1949) described a
similar condition than that observed by de Beer (1937) during chondrocranium
development in S. acanthias. Based on the description by El-Toubi (1949), Bemis
and Forey (1991) suggested the presence of one or two spinal nerve foramen in S.
acanthias. Norris and Hugues (1929) observed up to five occipital nerves in S.
acanthias, and some specimens showed different numbers of nerves between the
right and the left side. In the small spotted catshark Scyliorhinus canicula, the
occipital arch cartilage also appears to originate from the posterior extremity of
the parachordals; three occipital arches are present, with possibly up to three
foramina present (de Beer, 1937), although Holmgren (1940) only mentionned

two.

In the Port Jackson shark Heterodontus portusjacksoni, two vertebral segments
and a centrum appear to be incorporated within the occipital region, and three
ventral foramina are present (de Beer, 1924 ; 1937). In the blackmouth catshark
Galeus melastomus, three vertebral segments, including several elements (two
basidorsals, two interdorsals, three basiventrals and two interventrals) appear to be
incorporated within the occipital region; two spinal nerve foramina are present (de
Beer, 1937). In the velvet belly lantern shark Etmopterus spinax, several elements
(basidorsals, basiventrals, intercalary, vertebral arches and a centrum) appear to be
incorporated into the occipital region during early development; two ventral
foramina are present for nerves y and z (Holmgren, 1940). Fiirbringer (1897)
studied the occipital nerves in elasmobranchs and determined that they varied

from zero to five.
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There is less information on the occipital region of batoids compared to sharks.
There are no spinal nerve foramina piercing the occipital region of the thornback
skate Raja clavata (Holmgren, 1940). In the round stingray Urolophus hallieri,
there are two ventral occipital nerve foramina in a 31-mm specimen; a dorsal one
corresponding to the dorsal root of the spinal nerve z is also present in a 33-mm
specimen but absent in a 49-mm specimen (Holmgren, 1940). In a 24.5-mm
specimen of the common torpedo Torpedo torpedo, Holmgren (1940) mentioned
the presence of a foramen for spinal nerve z, but that spinal nerve y and its
foramen have disappeared. There are, however, two occipital nerve foramina

illustrated on a 63-mm specimen.

Stahl (1967) mentioned that two or three vertebral elements were incorporated
into the occipital region of the Holocephali. Ma et al. (2010) observed four
occipital foramina for Hydrolagus colliei. Schauinsland (1903) described six
ventral and one dorsal foramina within the occipital region of the chimaera C.
antarticus. In C. milii, no distinct vertebral elements were observed being
incorporated into the occipital region; the only elements present in the occipital
region appeared to be the parachordals, similar to what was observed in early
stages of S. acanthias (de Beer, 1937 ; El-Toubi, 1949) and the nerve foramina. A
total of five ventral and one dorsal spino-occipital nerve foramina were observed
in the largest specimen (ANSP 174713). The position of spinal nerve foramina
observed in the occipital region of C. milli are in agreement with illustrations of
C. antarticus made by Schauinsland (1903), but C. milii has one less ventral
foramina. Fiirbringer (1897) observed five nerves in the occipital region of
Chimaera and four in Callorhinchus and determined that only the first two
occipital nerves in the chimaeras resembled those in elasmobranchs; the
remaining were identified as spinal nerves innervating the brachial plexus (as

reported in Stahl, 1967).
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Therefore, although the composition of the occipital region includes homologous
vertebral elements across species, this region also shows variability in the identity
and number of elements incorporated. The occipital region (occiput) of
chondrichthyans thus does not appear to be homologous as hypothesized by Britz
and Johnson (2010), since the identity and number of vertebral elements are

different among taxa.

We surveyed, from the literature, the number of ventral occipital and spinal nerve
foramina present in the occipital region along with the presence of a synarcuum
(or other modified vertebral morphology) among various chondrichthyan species
(Figure 3.3). Beside the number of spino-occipital nerve foramina, Bemis and
Forey (2001) proposed several landmarks in order to infer the number of neural
arches incorporated into the occipital region of fish, such as the presence of
occipital ridges marking the insertion of myosepta, the presence of segmental
arteries, and the presence of ribs or intermuscular bones. Britz and Johnson (2010)
used myosepta arrangements in order to count the number of vertebral segments
incorporated into the cranium, and warned against the use of spino-occipital
foramina as landmarks for vertebral segment counts since more than one nerve
may exit from a foramen and intraspecific variation is often observed (e.g., S.
acanthias). Therefore, the number of spino-occipital foramina may not reflect the
number of vertebral segments incorporated into the occipital region for several
reasons. The presence of these foramina may vary according to the developmental
stage of the specimen, as was observed by Holmgren (1940) for the dorsal
foramina of nerves y and z in S. acanthias and for the foramen of nerve y in 7.
ocellata. Also, when the occipital region is short, the spino-occipital nerves may
be confined to the glossopharyngeal foramen (Maisey, 2005). The use of spino-
occipital foramina as landmarks indicating the number of neural arches or
vertebral segment incorporated into the cranium may not be the most accurate

one, and ideally complete ontogenetic series should be used. But when these
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series are not available, the number of spino-occipital ventral foramina is often the
only accessible approach left for estimation; these foramina are macroscopic
features that are usually easy to identify. Again, ideally, the age or stage of the
specimen should be known in order to standardize the data, but these are rarely

available.

The number of foramina present in the occipital region of chondrichthyans,
whether mentioned in text or illustrated, were used to estimate the minimal
number of vertebral segments incorporated into the cranium, unless the exact
number of incorporated vertebral elements was mentioned. The presence of a
modification in the anterior region of the vertebral column is also reported. This
review simply represents an exploratory method to illustrate little-synthesized
information from the occipital region in chondrichthyans. Morphological
variations in anteriorly-positionned vertebrae were placed within a phylogenetic
framework in order to discern general trends and the amount of disparity between

taxa (Figure 3.3).

The number of foramina (0-6) varies greatly among chondrichthyans (Figure 3.3).
In sharks, the Hexanchiformes have especially long occipital regions with low
intrageneric variation (4-5 segments), compared to the high variation (1-4)
observed within the Squaliformes; further investigation should be made in S.
acanthias and Etmopterus spinax in order to confirm whether this degree of
variation is generally associated with these species. Batoids have short occipital
sections (short = 0-2 vertebral segments incorporated) with long cervicothoracic
and thoracocolumbar synarcua. In chimaeras, the number of foramina
incorporated within the occipital region varies among families (2-6), and although
the number of vertebral segments fused into the synarcual was reported as similar
among species (10), we observed the partial fusion of neural hemiarches 11 to the

synarcua, as was also observed by Johanson et al. (2013) in C. monstrosa. A
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compacted occipital region is common to batoids and chimaeras, and may be
associated with the durophagous diet common to these two groups; this fusion of
elements may also obscure the ancestral condition (Stahl, 1967). Similarly,
Maisey (2007) also observed that the number of foramina was not correlated with

length of the occipital region in fossil shark species.
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Figure 3.3. Phylogenetic synthesis illustrating the number of occipital and
synarcua foramina and morphology of postcranial vertebrae present in
chondrichthyans. Cladogram taken from Heinicke ef al. (2009). Species are listed
with the bibliographic source given in parentheses: Sharks: Carcharodon
carcharias (Gardiner et al., 2012); Chlamydoselachus sp. (Hawkes, 1906);
Etmopterus spinax (Holmgren, 1940); Galeus melanostomus (de Beer, 1937);
Heterodontus franscisi (Daniel, 1914); H. japonicus (Holmgren, 1940); H.
philippi (de Beer, 1937); H. griseus (Daniel, 1934); Lamna nasus (Garman,
1913); Notorynchus cepedianus (Daniel, 1934); Orectolobus (Claeson et Hilger,
2011); Pristiophorus (Claeson et Hilger, 2011); Scyliorhinus canicula (de Beer,
1937); Somniosus (Hawkes, 1906); Sphyrna (Claeson et Hilger, 2011); Squalus
acanthias (Daniel, 1914 ; de Beer, 1937 ; El-Toubi, 1949 ; Holmgren, 1940 ;
Jollie, 1971); Squatina dumeril (Claeson et Hilger, 2011); S. guggenheim
(Claeson et Hilger, 2011); S. japonica (Claeson et Hilger, 2011); S. punctata
(Claeson et Hilger, 2011); S. squatina (Claeson et Hilger, 2011). Batoids: all
batoids have a synarcuum, Myliobatiformes have two synarcua (Compagno,
1999). Amblyraja radiata (Claeson, 2011); Dipturus menni (Moreira, Gomes et de
Carvalho, 2011); Himantura signifer (Compagno et Roberts, 1982); H. krempfi
(Compagno et Roberts, 1982); Malacoraja senta (Claeson, 2011); Pristis
microdon (Garman, 1913); Raja inornata (Claeson, 2011); R. ocellata
(McEachran et Martin, 1978); Torpedo ocellata (Holmgren, 1940); T. marmorata
(de Beer, 1937); Urotrygon daviesi (Nishida, 1990); Urolophus halleri
(Compagno et Roberts, 1982 ; Holmgren, 1940). Holocephali: all extant
chimaeras have a synarcua (Didier, 1995 ; Stahl, 1967): Callorhinchus antarticus
(Schauinsland, 1903); C. milii (Didier, 1995 ; this study); Chimaera monstrosa
(Johanson et al., 2013); Hydrolagus colliei (Ma et al., 2010).

Maisey (2005) suggested that three to five canals (foramina) may represent a
plesiomorphic condition, whereas one or two foramina may represent a derived
condition in elasmobranchs. This is similar to the plesiomorphic condition
suggested by Bemis and Forey (2001) and Britz and Johnson (2010) in
actinopterygians, which was the incorporation of three vertebral segments. Even
though the plesiomorphic condition for extant chondrichthyans cannot be inferred

from this framework, the information tends to agree with the hypothesis brought

forward by Maisey (2005).

The morphology of the anterior region of the vertebral column also varies among

chondrichthyans (Figure 3.3). Although selachians do not possess a true
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synarcuum, some members of the Squatiniformes, Orectolobiformes,
Carchariniformes and Pristioforiformes possess modified post-cranial vertebrae
(Claeson et Hilger, 2011). These are located immediately behind the cranium and
have laterally expanded basiventrals that articulate with the occipital condyle.
These elements usually remain unfused, and can be counted. This is not the case
for the synarcuum of batoids and chimaeras, and thus the number of vertebral
segments incorporated was estimated on the number of spinal nerve foramina
observed. There is a second synarcuum present in the Myliobatiformes, the
thoracocolumbar synarcuum, which may abut or be separated from the
cervicothoracic synarcuum (Compagno, 1999). Therefore, as is observed in other
groups, the anterior portion of the vertebral column can be modified
independently (see below) in chondrichthyans, and this region shows a high
degree of disparity, as observed within other gnathostome groups (Johanson, 2010

; Morin-Kensicki, Melancon et Eisen, 2002 ; Miiller et al., 2010).

Thus, from this review, it appears that the number of vertebral segments
incorporated into the occipital region of chondrichthyans varies greatly. The
modified morphology of the anterior postcranial region observed in sharks,
batoids and holocephalans may reflect the possible functional adaptations within
certain groups as was suggested by Claeson and Hilger (2011) and Johanson ef al.
(2013). This, however, does not exclude the presence of phylogenetic constraints
within orders (e.g., Hexanchiformes), and more detailed information is needed in
order to understand their influence on chondrichthyan cranial and post-cranial

morphology.

Further analyses should also include the incorporation of fossil species in order to
better understand the plesiomorphic condition of these regions within extant and
extinct chondrichthyans. Maisey (2007) mentioned that caution should be exerted

when using fossil species, since the number of foramen observed was not
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necessarily representative of the original condition, as a result of taphonomic

conditions.

Non-homology of the batoid and chimaera synarcua

The third objective was to validate whether the batoid and chimaera synarcua are
homologous structures. Both synarcuum have been described as the result of the
fusion and modification of individual anterior vertebral elements (Compagno,
1999 ; Didier, 1995 ; Johanson ef al., 2013 ; Miyake, 1988 ; Stahl, 1967) and not
from a failure of proper vertebral segmentation (Johanson et al., 2015). They are
considered non-homologous structures (Johanson, 2010 ; Johanson et al., 2013 ;
Maisey, 1986 ; Patterson, 1965), because morphological differences include
pectoral processes that are present in the horizontally-compressed batoid
synarcuum, but not in the laterally-compressed chimaera synarcuum. However,
lateral extensions are present on the chimaera synarcuum at the same position that
lateral stays are on the batoid synarcuum. Functionally, the batoid synarcuum
supports the pectoral fins whereas the chimaera synarcuum articulates with the
first dorsal fin in order to control it along with its spine (Compagno, 1999 ;
Didier, 1995 ; Johanson et al., 2013 ; Lund et Grogan, 1997 ; Maisey, 1979).
Also, in the batoid synarcuum, there is a free vertebral centra in the posterior
region of the synarcuum (but none anteriorly), whereas chimaeras do not have true

centra within their vertebral column (Compagno, 1999 ; Didier, 1995 ; this study).

However, because early ontogenetic stages of synarcuum formation are rendered
undistinguishable by subsequent growth (Johanson et al., 2013), complete
ontogenetic series, which include early embryonic stages of batoids and
chimaeras, are necessary for assessing the ontogenetical criteria to identify

homology (Raff, 1999).
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Few studies have looked at the early ontogeny of the synarcuum in batoids.
Miyake (1988) described the formation of the synarcuum in three species of
batoids (Leucoraja erinacea, Narcine brasiliensis, Urotrygon venezuelae).
Development of the synarcuum of L. erinacea was observed in two specimens (53
and 55 mm). At first, no structures are associated with the notochord within the
limits of the synarcuum, except for laterally expanded projections; there are,
however, basal cartilages and interdorsals present posterior to the synarcuum
limits. These basal elements will subsequently form basidorsals and basiventrals
first, and then ribs and haemal arches. Interdorsals are separate elements
alternating with the basals, within the posterior region of the synarcuum. Dorsal
spinal foramina are formed from holes within the dorsal extremity of the
basiventrals and ventral foramina are formed by holes in the ventral extremity of

the interdorsals; the presence of centra is not mentioned (Miyake, 1988).

The development of the synarcuum in N. brasiliensis is based on two specimens
(34 and 36 mm) (Miyake, 1988). The notochord within the synarcuum region is at
first surrounded by cartilage, and basidorsals and interdorsals are present dorsal to
the notochord (as opposed to latero-dorsally in L. erinacea) as small rounded
cartilaginous structures. Then the dorsal portion of the synarcual chondrifies as
the medial crest. Basidorsals, basiventrals, interdorsals and several discrete centra
are incorporated into the posterior portion of the synarcuum. In the single
specimen of U. venezuelae (28 mm), the basidorsals, interdorsals and ventral
elements also chondrify de novo, as in N. brasiliensis but contrary to what was
observed in L. erinacea (Miyake, 1988). There is no mention of the elements
which contribute to the formation of spinal nerve foramina either for V.
brasiliensis or U. venezuelae. Thus, the position of basal elements, their formation

and the position of spinal nerve foramina differ among batoid species.

Synarcuum formation in Raja asterias was studied by Claeson (2011); within the
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growth series studied, a short synarcuum was already present, and neural arches
are incorporated in an anterior to posterior direction within the posterior limit of
the synarcuum. Claeson (2011) also observed that a secondary direction of
chondrification, from ventral to dorsal, was present. Once the synarcuum is
formed as a single structure, there are few morphological changes observed in its
shape but an increase in size. Johanson et al. (2013) described the synarcuum
formation in the southern stingray Dasyatis americana; neural elements and
basiventrals are added to the posterior margin of the synarcuum and basiventrals
develop ventrally toward the centra. The dorsal spinal nerve foramina are formed
by holes within the ventral extemity of basidorsals and ventral spinal nerve

foramina are formed by holes within the dorsal extremity of basiventrals.

From these early ontogenetic stages, it appears that basidorsals, basiventrals and
interdorsals differ in their position around the notochord (Johanson et al., 2013;
Miyake, 1988) and in their chondrification process (de novo or from pre-
established elements) within batoids. Yet, they are considered homologous among
themselves and to those of sharks. Therefore, the basidorsals and basiventrals of
chimaeras, which arise de novo and are located dorsally and ventrally to the
notochord, should also be considered homologous to those of elasmobranchs
(Didier, 1995). Spinal nerve foramina within batoids are formed by holes formed
within vertebral elements, including interdorsal, basidorsals and basiventrals
(Johanson et al., 2013 ; Miyake, 1988). This is different from what is observed in
C. milii, where spinal nerve foramina are formed by the space present between
consecutive neural hemiarches. Therefore, even though the synarcua of batoids
and chimaeras share purported homologous elements (basidorsals, neural arches)
early in development, their subsequent chondrification patterns differs. The
information gathered from the ontogenetic series of C. milii corroborate and
further substantiate observations and the non-homology statement made by

previous workers (Johanson et al., 2013 ; Miles et Young, 1977 ; Patterson, 1965).
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3.5 Conclusion

The furthering of evolutionary and developmental issues has been hampered by
the paucity of information pertaining to the development of the occipital and
synarcual regions in chondrichthyans. The analysis of a complete ontogenetic
series of the chimaera Callorhinchus milii has shed light on the formation of the
occipital region, in which no vertebral elements were observed being
incorporated. The description of the early developmental stages of the occipital
region and the anterior region of the vertebral column demonstrated that these two
regions differ in the identity of the elements formed and in their chondrification
progress. This information, along with a review of the vertebral elements
incorporated into the occipital region of other chondrichthyans, refuted the
hypothesis that the composition of the occipital region is homologous among
chondrichthyans, since high variability is present in the composition and identity
of vertebral elements incorporated. Finally, the size series of C. milii also
provided basis for ontogenetic comparison between the batoid and chimaera
synarcual formation; a comparison of their progress in chondrification support
previous claims that the synarcua of batoids and chimaeras are not homologous
structures. Future work should include investigating the formation the occipital
region of batoids and sharks (S. acanthias, notably) in order to better understand
how morphological differences arise and verify whether these can be used as

characters in phylogenetic analyses.
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Résume

La minéralisation chez les vertébrés représente un processus important qui a subit
plusieurs adaptations phénotypiques. Cette adaptabilité est reflété dans
I’endosquelette des chondrichthyens qui posséde différents types de
minéralisation. Cependant, trés peu d’informations sont disponibles au sujet de
leur progression ontogénétique comparativement aux différents types
d’ossification présents chez les ostéichthyens. Bien qu’une progression générale
de la minéralisation de systemes morphologiques variés a été décrite chez
plusieurs espéces, la progression ontogénétique de la minéralisation n’a jamais été
caractérisée en détail sur I’endosquelette complet d’un chondrichthyen. Les types
(tesserale, aréolaire), ordres, patrons (crustal, caténé) et les directions de
minéralisation des éléments endosquelettiques ont été étudiés a I’aide d’une série
ontogénétique de la raie épineuse (Amblyraja radiata). Différents patrons et
directions de la progression de la minéralisation tesserale ont été observés, se
produisant simultanément dans différents systémes morphologiques. Les
embryons démontrent moins d’éléments minéralisés que les juvéniles. L’ordre et
la direction de la minéralisation étaient similaires entre chondrichthyens, et des
tendances générales ont été observées entre les chondrichthyens et les
ostéichthyens. Bien que les contraintes phylogénétiques et mécaniques n’aient pas
été testées, celles-ci peuvent expliquer la raison pour laquelle ces tendances sont
présentes entre deux groupes démontrant différents processus de minéralisation
(ossification versus minéralisation tesserale) utilisés pour renforcir leur
endosquelette.

Mots-clefs

Tesserae, minéralisation aréolaire, chondrification, ossification, patrons de
minéralisation, ontogénie, série de croissance, chondrichthyen, Amblyraja radiata
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Abstract

Mineralization in vertebrates represents an important process which underwent
several phenotypic adaptations. This is reflected in the endoskeleton of
chondrichthyans, which possess different types of mineralization. There is still
little known about their ontogenetic progression comparatively to the different
types of ossification in osteichthyans. Although a general progression of
mineralization of various morphological systems has been described in several
species, ontogenetic progression of mineralization for the entire endoskeleton has
never been characterized in detail in a chondrichthyan. The types (tesserate,
areolar), orders, patterns (crustal, catenated) and directions of mineralization of
endoskeletal elements have been investigated using an ontogenetic serie of clear
and doubled-stained specimens of the thorny skate (Amblyraja radiata). Different
patterns and direction of progression of tesserate mineralisation were observed
occuring simultaneously in different morphological systems. Embryos showed
less mineralized endoskeletal elements than juveniles. The order and direction of
mineralization were similar between chondrichthyans, and generalized trends
were observed between chondrichthyans and osteichthyans. Although
phylogenetic and mechanical constraints were not tested, they could explain why
these trends are present between two groups showing different mineralization
processes (ossification versus tesserate mineralization) used to stiffen their
endoskeleton.

Keywords

Tesserae, areolar mineralization, chondrification, ossification, mineralization
patterns, ontogeny, growth series, chondrichtyan, Amblyraja radiata
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4.1 Introduction

Mineralization is a process that has undergone diversification through time, which
can be observed as adaptive phenotypes in vertebrates (Kawasaki, Suzuki et
Weiss, 2004). Examples of these phenotypes are the processes of endochondral
ossification in osteichthyans and tesserate and areolar mineralization in

chondrichthyans.

The process of endochondral ossification is a highly dynamic process (McKee et
Nanci, 1995), and differs from the mineralizing processes observed in
chondrichthyans (sharks, skates, rays and chimaeras). Chondrichtyans are
characterized by retaining their cartilaginous endoskeleton during development,
which is covered during growth by a thin layer of tesserate mineralization in order
to stiffen it (Applegate, 1967 ; Kemp et Westrin, 1979 ; Moss, 1977 ; Orvig,
1951). Tesserate mineralization is present on endoskeletal elements, except for the
centra in which areolar mineralization is present (Kemp et Westrin, 1979 ; Grogan
et Lund, 2004 ; Orvig, 1951 ; Yucha, 1998). Superficially, tesserate mineralization
appears as small tiles (tesserae) that cover the cartilaginous endoskeletal elements.
These tiles are calcified structures located between the external fibrous
perichondrium and unmineralized cartilaginous matrix (Kemp et Westrin, 1979 ;
Moss, 1977). Although fusion between tesserae has been reported (Grogan et
Lund, 2004 ; Maisey, 2013), they generally abut each other and do not fuse,
allowing for lateral expansion (Kemp and Westrin, 1979). Internally, tesserae are
made of an association of globular and prismatic mineralization (Kemp et
Westrin, 1979). Globular mineralization may represent the early develomental
stage leading to prismatic mineralization (Yucha, 1998) and is characterized by
the presence of calcospherites of hydroxyapatite (Dean et Summers, 2006 ;
Grogan et Yucha, 1999 ; Orvig, 1951). The prismatic mineralization of cartilage, a
synapomorphy of chondrichthyans (Coates et Sequeira, 1998 ; Grogan et Lund,
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2004 ; Lund et Grogan, 1997 ; Maisey, 1986, 2000), is made of very dense
hydroxyapatite as to refract light (Qrvig, 1951). Areolar mineralization is only
found within the centrum of the vertebrae and is layered in concentric rings of
calcium phosphate hydroxyapatite which surround and constrict the unmineralized
notochord (Applegate, 1967 ; Kemp et Westrin, 1979 ; Moss, 1977 ; Orvig, 1951 ;
Porter et al., 2006).

Although tesserate mineralization represents a developmental deviation of
endoskeletal tissue formation characteristic of primitive gnathostomes (Grogan et
Lund, 2004), little information is available on the progression of tesserate
mineralization across the entire endoskeleton of chondrichthyans compared to the
wealth of information on ossification sequences in osteichthyans (e.g., Cloutier et
al., 2010 ; Faustino et Power, 2001 ; Griinbaum, Cloutier et Vincent, 2012 ;
Mabee et al., 2002). Previous investigations of the ontogenetic progress of
mineralization in chondrichthyans focused on specific morphological systems
such as the pectoral fins and the synarcuum (Claeson, 2011 ; Summers, Ketcham
et Rowe, 2004) or gave a general overview (Benzer, 1944 ; Eames ef al., 2007).
Yucha (1998) did a detailed analysis of tesserate mineralization within different

morphological systems and described the ontogeny of the tessera.

Even though these studies represent valuable ontogenetic information, there is still
no complete mineralization sequence available for the entire endoskeleton of a
chondrichthyan. This is regrettable since tesserate mineralization constitutes a
developmental variation of the pattern of formation of endoskeletal tissues which
is characteristic of extant and fossil chondrichthyans (Grogan et Lund, 2004 ;
Kemp et Westrin, 1979 ; Miller, Cloutier et Turner, 2003 ; Orvig, 1951 ; Smith et
Hall, 1990). Also, since chondrichthyans are considered phylogenetically basal
compared to osteichthyans (Inoue ef al., 2010 ; Janvier, 1996 ; Miller, Cloutier et

Turner, 2003 ; Venkatesh et al., 2007) they are often use to polarise gnathostome
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phylogenetic characters (Coolen, Menuet et Mazan, 2009 ; Mabee et al., 2002).
The characterisation of mineralization progression across the entire endoskeleton
of a chondrichthyan would yield the orders and directions in which mineralization
proceeds, and these could be compared with the generalized ossification trends
observed in osteichthyans. From these, general patterns and possible
plesiomorphic conditions in the mineralization of extant gnathostomes could be
inferred. The presence of phylogenetic and mechanical constraints could then be

investigated.

In order to better understand the ontogenetic progression of mineralization in a
chondrichthyan, a developmental sequence of the thorny skate (4Amblyraja
radiata) was assembled and described. The first objective of this study is to
provide a description of the ontogenetic progress of areolar and tesserate
mineralization of the entire endoskeleton of Amblyraja radiata. This information
will then be compared to that observed in previous studies concerning
chondrichthyan mineralization, and general trends will be established for
chondrichthyans. The second objective is to compare this ontogenetic progression
of mineralization in the endoskeleton of a chondrichthyan, taken from successive
embryological stages, to the ontogenetic progression of ossification in
osteichthyans. This will enable to assess whether similar developmental patterns
are present. The potential influence of phylogenetic relationships and mechanical
stress contributing to the patterns of mineralization in chondrichthyans will be

discussed.

4.2 Material and Methods

A total of eight embryos and 14 juveniles of the skate Amblyraja radiata
(Batoidea; Rajidae) were used to establish a growth series (Table 4.1). These
specimens were caught in the St-Lawrence River (Quebec, Canada) during the

annual summer surveys (2007-2011) performed by the Canadian Fisheries and
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Ocean department; they were obtained through collaboration with the Maurice
Lamontagne Institute. The specimens used in this study were not necessarily
caught in the same year. The yolksac specimens were considered embryos if they
were in their eggcases. The remaining specimens were already hatched when
caught and had no attached yolksac. The largest male and female of these
specimens in our growth series reached 23.3 cm and 21.9 cm, respectively;
because sexual maturity in 4. radiata of the St-Lawrence river is reached at a 50
cm for males and 47 cm for females (Templeman, 1987), the specimens were
considered juveniles. Embryos and juveniles were further divided as early or late
stages according to the progression of mineralization within their endoskeleton

(Table 4.1).

Males and females were not treated separately. All specimens were first measured
(total length and disk width) and then cleared and double-stained (Dingerkus et
Uhler, 1977). Specimens were observed and scored using a stereodissecting
microscope (Leica MZ 9.5) placed over a lighting table. A schematized
endoskeleton of a juvenile specimen of Amblyraja radiata was reconstructed
(Figure 4.1). Terminology of cranial structures follows Bustamante et al. (2012)
and terminology of the synarcuum follows Claeson (2011). Terminology of the
branchial arches follows Gillis et al. (2009), because the morphology of the

brancial arches in 4. radiata is similar to that of Leucoraja erinacea.
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Table 4.1. Descriptive information for A. radiata specimens. The developmental
stage (early or late embryo, early or late juvenile), number of mineralized
structures, specimen number, disc width, total length and sex of each specimen are
given. The developmental stage was ascertained according to the number of
mineralized structure and general state of development.

Developmental | Number of | Specimen Disc Total Sex
stage mineralized | number width length

structures (cm) (cm)
Early embryo 6 11021402AF 2.5 8.6 Female
Late embryo 28 12052902AF 34 7.7 Female
Early embryo 9 12052901AM 3.9 10.1 Male
Early embryo 10 11021404AM 3.9 10.7 Male
Early embryo 1 11021403AF 4.7 10.6 Female
Late embryo 12 07121421AF 4.8 10.2 Female
Early embryo 2 11021401AM 5.6 11.5 Male
Late embryo 34 11021401AM 6 11.1 Male
Early juvenile | 10 10011102AF 8.1 12.9 Female
Early juvenile | 24 10011101AF 8.5 11.9 Female
Early juvenile | 86 10072805AM 8.7 133 Male
Late juvenile 94 10090807AM 9.5 12.8 Male
Early juvenile | 91 10072807AM 9.9 14.7 Male
Early juvenile | 87 10072806AF 10 14.9 Female
Late juvenile 92 10090806AM 10.7 14.7 Male
Late juvenile 96 10090810AF 10.9 15.1 Female
Late juvenile 100 10072808AM 11.9 18 Male
Late juvenile 98 10090809AF 12.4 17 Female
Late juvenile 98 10090805AF 133 17.7 Female
Late juvenile 99 10090811AF 13.8 17.8 Female
Late juvenile 99 10120801 AF 15.8 21.9 Female
Late juvenile 100 10120802AM 17.4 233 Male
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Figure 4.1. Skeletal anatomy of an A. radiata juvenile. Several structures (dorsal
view: right pectoral fin, left pelvic fin, left branchial arches, left and right
ceratobranchial 5; ventral view: both pectoral and pelvic fins, right side branchial
rays, dorsal fins) and the posterior region of the vertebral column were omitted in
order to enhance clarity. Centra were shaded darker in order to distinguish them
from other vertebral elements. Fin basals were shaded darker in order to
distinguish them from radials. (continued on following page).
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Figure 4.1. (Continued). List of abbreviations: ac = auditory capsule, af = anterior
fontanelle, ao = antorbital cartilage, bc = basibranchial copula, bh = basihyal, br =
branchial rays, bs = basals, bt = basipterygium, bts = basipterygial segment, cb =
ceratobranchials, cb5 = ceratobranchials 5, com = compound radial, cor =
coracoid bar, c-ph = ceratopseudohyal, cs = clasper, ct = centra, dr = distal radial, ds
= distal segment, eb = epibranchials, e-ph = epipseudohyal, ha = heamal arch, hb2
= hypobranchial 2, hb3 + 4 = compound hypobranchial 3 + 4, hm =
hyomandibula, h-ph = hypopseudohyal, hs = heamal spine, is1-2 = intermediary
segment 1-2,int = interdorsals, ja = jugal arches, lip = lip of synarcuum, Is = lateral
stay, mc = median crest, mds = middle segment, mk = Meckel’s cartilage, mr =
middle radial, ms = mesopterygium, mt = metapterygium, mts = metapterygial, na
= neural arche, nc = nasal capsules, ns = neural spine, oc = occipital condyles, occ
= otic capsule, oct = occipital cotyle, pa = pectoral arch, pb = pharyngobranchials,
pb4 + eb5 = compound pharyngobranchial 4 + epibranchial 5, pf = posterior
fontanelle, ph = pseudohyal arch, po = propterygium, pq = palatoquadrate, pr =
proximal radial, ps = proximal segment, pub = pubioischiadic bar, ra = rostral
appendix, rb = rib, rs = rostral shaft, sc = spiracular cartilage, scp = scapular
process.

Terminology of the pelvic fin endoskeleton follows Koester and Spirito (2003);
their term “’element’” was replaced by “’segment’’ to avoid confusion and their
term ‘’crus and non-crus’’ were replaced by “’anterior lobe and posterior lobe’’,
respectively. Terminology of the remaining structures of the endoskeleton follows
Compagno (1977, 1999). Serial elements were numbered proximo-distally and
antero-posteriorly; for example, the first segment of the propterygium is the
proximal one articulating with the pectoral girdle. Mineralization was considered
present when an endoskeletal element or morphological system was stained by
Alizarin red, and individual stained tesserae could be observed on the surface of
the elements. A mineralization event was the presence of mineralization (areolar
or tesserae) in an endoskeletal element (e.g., centrum) or part of a morphological
system (e.g., proximal radials within the center of the fins) in cases where

mineralization was gradual.

The sequence of mineralization was based on the presence of successive

mineralization events, and described according to type, order of appearance,
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patterns of distribution and direction of progression of the associated endoskeletal
elements. The type refers to either areolar or tesserate mineralization. The order of
appearance refers to the relative order in which endoskeletal elements mineralize.
The patterns of distribution refers to the pattern (i.e., crustal, catenated) of tesserae
distribution on the surface of an endoskeletal element or morphological structure
(i.e., dorsal, ventral, lateral, complete). The crustal pattern is characterized by a
continuous assemblage of tesserae over cartilaginous endoskeletal elements, and
the catenated pattern is characterized by tesserae organized as long chains
covering only part of the endoskeletal elements (usually pectoral fin radials), as
was observed by Schaefer and Summers (2005). The direction (e.g., antero-
posterior, bidirectionnal) was inferred from the gradual progression of
mineralization within a morphological system (e.g., chondrocranium) or serially
repeated elements (e.g., radials of pectoral fins) observed among ranked
specimens. In order to compare trends in mineralisation to those in ossification,
the order in which serial elements ossify within a morphological system was used

to establish direction of ossification for osteichthyans.

Progression of mineralization was obtained by cummulating the number of
mineralization events per specimen and ranking them according to size as a proxy
of development. In cases where two specimens had the same number of events,
their rank number was added to the following one and then divided by two
(Griinbaum, Cloutier et Dumont, 2003); the resulting number was assigned to
both specimens. In order to determine which growth parameter was more accurate
to establish the growth series, a Spearman’s correlation (r;) was used to determine
whether progress of mineralization was more highly correlated with total length or
disc width. A linear regression was used to describe the relationship between log-
transformed total length (Logio L7) and log-transformed disc width (Log;o D).
Finally, a Pearson’s correlation (rp) was calculated on the number of

mineralization event per specimen and growth parameters in order to see whether
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mineralization patterns were different between embryos and juveniles. The PAST

software was used for statistical analysis.

4.3 Results

The relationship between Log;o Lr and Log;o D,, was best illustrated by a linear
model (N = 22; R*=0.9022) (Figure 4.2). Although both relationships are highly
significant, mineralization progress rank was more highly correlated with disc
width (75 = 0.91009; p = 4.28 x 10”°) than with length (, = 0.8821; p=5.71 x 10?,
and thus disc width was used to order specimens for the growth series, along with
progress rank (Figure 4.2). The number of mineralized events in embryos was
distinctively less than in juveniles, and specimens were clearly grouped into two

separate groups (embryos, juveniles) (Figure 4.3).

All endoskeletal elements were visible in each specimens. Describing the exact
pattern of distribution of mineralization was, at times, problematic since the
catenated pattern was not always easily distinguished from the crustal pattern. For
example, the mineralization pattern observed on distal radials of the pelvic fin was
categorized as catenated because a single tesserae chain was present, although
these did not display the regular catenated pattern observed in radials of the
pectoral fin (Figure 4.4). The size (disc width) at which mineralization type
(areolar, tesserate) and pattern (crustal, catenated) were first observed on the
endoskeletal elements of morphological systems are illustrated in Figure 4.5. The
progression of mineralization is described as a generalized pattern although slight

variations in the degree and position of mineralization were observed.
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Figure 4.2. Linear regression of logo-transformed total length (Log;¢L7) and
logo-transformed disc width (Logio D,,) (N=22; R*= 0.9022) of 8 embryos and
14 juvenile specimens of 4. radiata.

This progression is described separately for embryos and juveniles. Early embryos
were characterized by having only their vertebral column mineralized, whereas
late embryos had mineralization on several morphological systems, such as the
chondrocranium and synarcuum. In juveniles, all morphological systems had
mineralization, and differences were observed in the number of elements

mineralized within these systems.
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Figure 4.3. Relation between the number of mineralization events per 4. radiata

specimen and disk width (cm) (r, = 0.91009; p =4.28 x 107).

Embryos

In early embryos, the centra of the vertebral column were the only elements to

have areolar mineralization; the remaining mineralized endoskeletal elements

were covered with tesserae. The first elements to mineralize within the

endoskeleton were those of the vertebral column; the rest of the endoskeleton was

entirely cartilaginous. Among elements of the vertebral column, the centra were

more extensively mineralized than the neural arches and interdorsals. Within a

single centra mineralization progressed bidirectionnally, from the anterior and
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posterior edges towards the center, as indicated by the narrow bands of
mineralization present at these edges that became wider with mineralization until

the entire centra was mineralized.

The middle caudal centra were the first elements to mineralize. The anterior limit
of these mineralized centra coincided with the transitional limit between the
monospondylous and diplospondylous conditions, and the posterior limit was
anterior to the first dorsal fin. Centra present in the middle of this region were
more mineralized compared to those located at the extremities. Centra positioned
at these extremities showed thin bands of areolar mineralization present at their
anterior and posterior edges only. The mineralized region within the vertebral
column expanded bidirectionnally: postero-anteriorly from its anterior extremity,
and antero-posteriorly from its posterior extremity. The anterior progression of the
mineralized centra through the vertebral column ended when reaching the
posterior edge of the synarcuum. There were no centra (mineralized or
unmineralized) present within the synarcuum, only the notochord. Posterior to the
synarcuum, the progression of centra mineralization extended to the second dorsal
fin level; the posteriormost centra of the caudal fin were not mineralized. All

centra were mineralized during the early embryonic stage.



Figure 4.4. Morphology of the different patterns of mineralization in 4. radiata.
A. Specimen of 4. radiata, with boxes showing the location of the featured
patterns of tesserate mineralization. B. Typical morphology of the catenated
pattern of tesserate mineralization (pectoral fin radials). C. Intermediate pattern of
tesserate mineralization indicated by arrow at left and a purported catenated
pattern by arrow at right (pelvic fin distal radials); Int. = intermediate of tesserate
mineralization, Cat. = catenated pattern of tesserate mineralization. D. Typical
morphology of the crustal pattern of tesserate mineralization (pelvic fin proximal
radials).

Mineralization of the neural arches and interdorsals by tesserae occured first on
their latero-dorsal surfaces. The first elements to mineralize were at the same
position where the first mineralized centra were observed. Similarly, vertebral
elements located within the center of this region were more mineralized compared
to those located at the anterior and posterior extremities. The neural arches were

more extensively covered with mineralization, whereas only the outline of the
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interdorsals were mineralized. In general, tesserae would appear first along the
edges of these surfaces, and then gradually spread throughout the remaining
surfaces. Mineralization of the neural spines followed. In early embryos, the
dorsally located vertebral elements (neural arches, interdorsals, neural spines)
displayed a crustal pattern, whereas ribs (trunk region) and heamal arches and
spines (caudal region) remained unmineralized. In late embryos, ribs and haemal
arches had tesserae at first only outlining their edge; tesserae eventually proceeded
to cover their entire surface in a crustal pattern. Ribs and heamal arches appeared
to mineralize at the same time; however, this simultaneity might result from the
coarse size sampling. All elements of the vertebral column were mineralized in
the largest late-stage embryo, except for the posteriormost elements, which

remained unmineralized.

After the vertebral column, the chondrocranium and synarcuum were the next
morphological systems to show mineralization, and both had a crustal pattern.
Within the chondrocranium, tesserae first appeared on the surfaces of the occipital
condyles articulating with the synarcuum, and along the adjoining lateral surfaces.
Then mineralization progressed simultaneously on the dorsal, ventral and lateral
surfaces, although mineralization progressed less rapidly on the dorsal surface
than on ventral and lateral surfaces. Tesserae progressed anteriorly from the
surface adjacent to the foramen magnum and adjoining lateral surfaces until
reaching the anterior limit of the nasal capsules. The ventral surface of the
cranium showed more mineralization than the dorsal surface, with tesserae present
between the otic capsules and a narrow line of tesserae located anteriorly and
medially on the basal plate. Dorsally, tesserae progressed on the otic capsules
where dorsal surfaces were last to mineralize. The lateral edges of the rostrum

were first to mineralize.
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In the synarcuum, the first evidence of mineralization was found on the lip and the
lateral surface between the lip and the occipital cotyles of the synarcuum. Then
tesserae were observed on the entire synarcuum except for areas which remained
unmineralized. These unmineralized areas were the distal edge of lateral stays, the
median crest and pectoral arches dorsally, and the ventral seam ventrally.
Eventually, tesserae form on the median crest and the dorsal median surface
between the pectoral arches, and progressed distally on each side toward the edge
of each arch. The ventral seam remained unmineralized. The synarcuum was
nearly completely mineralized in late-stage embryos, and mineralization
progressed more rapidly in the synarcuum than in the chondrocranium. Therefore,
the vertebral column and the synarcuum were almost completely mineralized in

late embryos.

After beginning in the chondrocranium and synarcuum, a crustal pattern of
tesserate mineralization formed on the visceral arches. In the hyoid arch, the
ventral surface of the hyomandibula proximal to the chondrocranium mineralized
first, and once completely covered with tesserae, the dorsal surface began to
mineralize, except for the extremities. In branchial arches, the median surface of
ceratobranchial 5 mineralized first and tesserae eventually completely surrounded
it. Thus both elements had complete crustal tesserate mineralization. After
beginning in the branchial arches, a crustal pattern appeared simultaneously on the
pectoral girdles and the first segments of the propterygium. In the pectoral girdle,
the scapular processes showed greater mineralization laterally, near their
articulation with the pectoral fin, than medially; the coracoid bar was completely
covered with tesserae, except for the ventral condyle articulating with the
metapterygia. Within the pectoral fin, tesserae were present on the proximal

median surface of the first propterygial segment.
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Figure 4.5. Sequence of mineralization for the elements within each
morphological systems for wild-caught A. radiata according to disc width rank.
An X precises the first presence of mineralization observed within a specimen,
whereas a solid bar marks the disc width at which all subsequent specimens
possess that element mineralized. Disc width in pale grey box indicates embryos,
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Figure 4.5. (Continued) dark grey indicates juveniles. Blue is for cartilage, purple
for aerolar mineralization, red for a crustal pattern of tesserate mineralization, and
pink for a catenated pattern of tesserate mineralization. (Continued on following

page).
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Thick chains of tesserae formed ventrally on proximal radials associated with the
mesopterygium; thinner chains of the catenated pattern of tesserate mineralization
were present on the dorsal and ventral surfaces of proximal and middle radials
located within the center of the pectoral fins. The mesopterygium began
mineralization after the first propterygial segment and pectoral radials, and was
nearly completely covered by tesseraec whereas only a few tesserae were present
on the proximal end of the metapterygium. In the mandibular arch, a crustal
pattern of tesserate mineralization completely covered the palatoquadrate, except
for the articulating condyles. Mineralization was also present on the posterior
surface of Meckel’s cartilage. A crustal pattern of tesserate mineralization also

appeared on the proximal surface of the jugal arches.

In embryos, both types of mineralization were present: areolar mineralization was
only associated with the centra, whereas tesserate mineralization was the only
other type of mineralization observed on other endoskeletal elements (Figure 4.5
and 4.6). Both patterns of tesserate mineralization were also observed in the
embryos (Figures 4.5 and 4.6): the crustal pattern appeared first and was present
on all mineralized skeletal elements, except for the radials of the pectoral fin
where a catenated pattern was present. The first elements to mineralize were in the
vertebral column; mineralization of the chondrocranium and synarcuum followed
simultaneously, although the mineralization of the synarcuum was more advanced
compared to that of the chondrocranium. Then mineralization began within the
hyomandibula and branchial arches, and then the pectotal girdle and fins,
simultaneously; the last elements to show mineralization were the palatoquadrate
and Meckel’s cartilage. Mineralization of the synarcuum and vertebral column
was nearly completed in the embryo-stages. The patterns of tesserae distribution
on endoskeletal elements were catenated on the dorso-ventral surfaces of pectoral
fin radials and crustal for the remaining of endoskeletal elements (Figures 4.5 and

4.6). The direction of mineralization progression could not be ascertained for all
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morphological systems (Figure 4.6). In the vertebral column, mineralization
proceeded bidirectionnaly, whereas it proceeded postero-anteriorly in the
chondrocranium (Figure 4.6). Clear directions of mineralization within the
synarcuum were difficult to ascertain because of simultaneous events of
mineralization; however, because the lateral surfaces of the synarcuum were
mineralized before the dorsally located median crest and pectoral arches and
ventrally located ventral seam, a proximo-distal direction of mineralization
appeared present. A medio-lateral direction of mineralization was observed for the

lateral stays and pectoral arches (Figure 4.6).

Juveniles

Juvenile specimens had distinctively more mineralized endoskeletal elements than
embryos (Figure 4.3). There is an exception for the least advanced juvenile, which
was less mineralized than late embryos. When mineralization of an element or
morphological system is not mentionned, it is because its state is similar to the
one previously described in embryos. Within both early and late juveniles, all
elements of the vertebral column located between the posterior edge of the
synarcuum and the level of the second dorsal fin were completely mineralized.
Mineralization of the vertebral elements posterior to the level of the second dorsal
fin progressed antero-posterioly; the centra and the latero-dorsal surface of the
neural arches and interdorsals appeared to mineralize simultaneously within this

section.
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Figure 4.6. Cartilaginous and mineralized endoskeleton of 4. radiata and
directions of mineralization within the most advanced state of embryo and
juvenile specimens. The type of mineralization is indicated by the color of the
endoskeletal structures. Arrows indicate the direction of mineralization, whereas
color of arrows indicates the type of mineralization. PD = proximo-distal
direction. Blue is for cartilage, purple for aerolar mineralization, red for a crustal
pattern of tesserate mineralization, and pink for a catenated pattern of tesserate
mineralization.
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In early-stage juveniles, most of the chondrocranium was mineralized, except for
the rostral appendice which remained cartilaginous. Progression of mineralization
of the chondrocranium continued to occur simultaneously on dorsal, ventral and
lateral surfaces. Dorsally, mineralization proceeded from the edges of the rostrum
towards the center. The only surfaces left unmineralized were the dorsal surface of
the nasal capsules and the area around the anterior and posterior fontanelles, until
tesserae gradually appeared around the edges of the fontanelles whereas the dorsal
surface of the nasal capsules remained unmineralized. Ventrally, the entire surface
of the chondrocranium was mineralized, except for the median surface in the
rostrum, and the anterior surface of the nasal capsules. The lateral surfaces of the
chondrocranium were nearly completely mineralized except for the median
surface of the rostrum; however, tesserae were present along the edge of this
surface. The posterior region of the chondrocranium was completely mineralized,

except for a small region located posteriorly on the jugal arch.

In late-stage juveniles, the rostral appendice remained unmineralized. Tesserae
progressed postero-anteriorly on the dorsal surfaces of the olfactive capsules,
eventually completely covering them. Ventrally, mineralization progressed on the
anterior surfaces of the nasal cartilages until completed. The extent of tesserated
mineralization present on the lateral edges of the rostrum gradually increased, and
was followed by the postero-anterior mineralization of the median surfaces; only
the most anterior region of the rostrum remained unmineralized. Posteriorly, the
jugal arches were completing their mineralization, except for small surfaces on
their posteriormost edge. The synarcuum was completely mineralized, including
the ventral seam, in both early- and late-stage juveniles. In late juveniles, the four
first centra immediately following the synarcuum were gradually covered with

tesserae, thus becoming partly incorporated in the synarcuum.
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In early juveniles, the hyomandibula and the antorbital cartilage were completely
mineralized with crustal tesserate mineralization, except at their extremities. The
palatoquadrate and Meckel’s cartilage were completely mineralized except for the
condyles at their point of articulation. In late-stage juveniles, the surfaces of the
articulating condyles between the palatoquadrate and Meckel’s cartilage were
mineralized. Only the hyomandibula and the dorsal surfaces of the extremities of
the basihyal were mineralized among the elements of the hyoid arch. No further

mineralization was observed among the elements of the hyoid arch.

Within the branchial arches of early-stage juveniles, pharyngobranchials 2 and 3
had a crustal pattern covering nearly their entire dorsal surface distally and their
ventral surface proximally first, along with the compound element (PB4-EBS).
The proximal surface of epibranchials 1-4 were then covered with tesserae
dorsally. Ceratobranchials 5 were completely covered with tesserae, whereas
ceratobranchials 1-4 had tesserae only on their ventro-lateral surface; there was,
however, more mineralization present on ceratobranchials 2 and 3. The center of
the basibranchial copula was mineralized dorsally and ventrally, with less
mineralization ventrally. The hypobranchials 3-4 were nearly completely
mineralized dorsally, with a few tesserae present ventrally. No mineralization was
observed on hypobranchials 2 or on the spiracular cartilages. In the branchial
arches of late-stage juveniles, pharyngobranchial 1 had very little mineralization
covering it, with at most a few tesserae present on the dorsal distal surface.
Ceratobranchials 1-4 were nearly completely mineralized ventrally and laterally.
Tesserae were also present on the distal dorsal surface of epibranchials 1-4. The
ventral surface of hypobranchials 3-4 was more mineralized. The dorsal surface of
the basibranchial copula was almost completely mineralizationed. Branchial rays

began to mineralize, first on ceratobranchials 3, then on ceratobranchials 2 and 4.

Within the pectoral girdle of early juveniles, the coracoid bar was completely
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mineralized. The scapular processes were also nearly completely mineralized,
except for their posterior processes near the synarcuum. In early juveniles, the
first two segments of the propterygium were completely mineralized except for
the lateral surface associated with the pectoral fin radials. The third propterygial
segment was mineralized except for its anterior median surface, and its lateral
surface associated with pectoral fin radials. Propterygial segments 4-8 had less
mineralization than those located proximally to the girdle (segments1-3); tesserae
were present in narrow bands along their median, dorsal and ventral surfaces. The
mesopterygium was completely mineralized except for the lateral surface
articulating with the radials. The metapterygium was completely mineralized, and
the first segment of the metapterygium had tesserae on its dorsal and ventral

sides.

In late juveniles, all surfaces of the first segment of the propterygium were
mineralized. Mineralization of the third segment of the propterygium progressed
proximo-distally. Segments 4 to 8 of the propterygium were more mineralized,
with bands of tesserae present on their median surface, whereas their dorsal and
ventral surfaces were nearly completely mineralized. Propterygial segments 9 and
10 had lines of tesserae appearing on the edge of their median, dorsal and ventral
surfaces, as they gradually became more mineralized. The lateral surface of the
mesopterygium articulating with the radials was mineralized. The four first
segments of the metapterygium had tesserae present on their dorsal and ventral

surfaces, whereas the fifth one had some on its ventral surface only.

In both early and late juveniles, all radials of the pectoral fin had a catenated
pattern of mineralization, except for the distalmost radials which remained
unmineralized. The extremities of radials were more mineralized when
articulating with other radials or with pectoral fin basals, and tesserae exhibited a

criss-crossing pattern on the surface of the radial immediately before the first
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bifurcation. In early juveniles, in the anterior region of the pectoral fin, the last
three distal radials were unmineralized. In the middle region of the pectoral fin,
the last five distal radials were unmineralized, and in the posterior region, the last
seven distal radials were unmineralized. In late-stage juveniles, mineralization
progressed proximo-distally in the pectoral fins; however, the distalmost radials

remained unmineralized.

In early and late juveniles, the puboischiadic bar forming the pelvic girdle was
completely mineralized with a crustal pattern of tesserate mineralization, except
for the condyles articulating with the basipterygium and first proximal segment
(compound radial) of the crura. In both early and late-stages juveniles, the
basipterygium was completely mineralized with a crustal pattern, except for its
extremities. The first basipterygial segment had a crustal pattern on its median
surface only; in late juveniles, this mineralization spreaded on the entire element
in females. In the largest late-stage juvenile male, all proximal and middle
elements had a crustal pattern of mineralization whereas distal segments had a
catenated pattern of tesserate mineralization. The only exception were radials

within the first distal segments which had a crustal pattern.

In the pelvic fins of early juveniles, the first proximal segments (compound
radials) and their associated middle segments were completely covered by a
crustal pattern. The three first radials of the first distal segment had a crustal
pattern on their anterior surfaces and extremities; mineralization then progressed
to the fifth radials. The remaining distal radials had no mineralization. The second
proximal segment of the anterior lobe had a crustal pattern only on its distal
anterior surface, whereas the third and fourth proximal radials had a crustal
pattern on all their surfaces except for their posterior one and their extremities.
Mineralization was present on the anterior surface of the second, third and fourth

middle segments, with a few tesserae also present on their posterior surface. A
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catenated pattern was present only on the anterior surface of the first radials of the

second and third distal segment; other radials remained unmineralized.

In the pelvic fin of late juveniles, a crustal pattern was present on the proximal
extremity of the sixth radial within the first posterior segment. A catenated pattern
of tesserate mineralization proceeded to the anterior surface of the first five radials
of the second distal element, althought a few tesserae were present on the
posterior surface of the first radial. A catenated pattern was also present on the
anterior surface of the first five radials of the third distal segment; tesserac were
first present on the anterior surface of the first radial of the fourth distal element,
and the proceeded to the fourth radial. In early-stage juveniles, within the
posterior lobe of the fin, a crustal pattern was present on the dorsal and ventral
surfaces of all proximal radials except for the two posteriormost ones, which were
unmineralized. A catenated pattern of tesserate mineralization was present on
distal radials. The three first distal radials were mineralized on their ventral
surface for the entire posterior lobe. No tesserae were present on the distalmost
radials. In late juveniles, the two posteriormost proximal radials had a few
tesserae present on their dorsal surface. The catenated pattern progressed to cover
the ventral surface of the first five distal radials and a few tesserae were present on

the dorsal surface of the sixth distal radials.

In early juveniles, a crustal pattern of tesserate mineralization was present on the
lateral surfaces of the proximal basals of the first and second dorsal fins. A crustal
pattern was also observed on the lateral surfaces of radials located in the proximal
center of both fins. In late juveniles, the first two basals were completely covered
with tesserae, and tesserae gradually covered the radial lateral surfaces located
anteriorly, posteriorly and distally within the fin. Although the patterns and
distribution of mineralization observed in both fins were highly similar,

mineralization of the second dorsal fin slightly lagged behind the first dorsal fin.
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Mineralization : forms, patterns and order

Aerolar mineralization was only observed within the centra of juvenile specimens,
as in embryos. Tesserated mineralization was present more extensively throughout
the endoskeleton of juveniles than in embryos (Figures 4.5, 4.6). A catenated
pattern of tesserate mineralization was only observed on the distal radials of
pectoral and pelvic fins, the remaining elements exhibiting a crustal pattern
(Figures 4.5, 4.6). In juvenile specimens, the elements that mineralized earlier
were the palatoquadrates and Meckel’s cartilages, the pelvic girdle, the pelvic and
dorsal fins. The patterns of mineralization within all radials of the pectoral fins
and of the posterior lobe of the pelvic fin was dorso-ventral crustal pattern. In the
anterior lobe, the first proximal segments and middle segments had a complete
crustal pattern, whereas a crustal pattern was present on the extremities only of the
first distal segment. All other proximal radials of the pelvic fin anterior lobe had a
crustal pattern of mineralization on all surfaces except the posterior one. The
middle and distal segments had mineralization on their anterior surface, although
some posterior mineralization was observed. The first two basals of the first and
second dorsal fins had a complete crustal pattern, whereas all other basals and

radials had a crustal pattern only on their lateral surfaces.

Directions of mineralization

Directions of mineralization are illustrated in Figure 4.6. The direction of
mineralization of the vertebral column was antero-posterior for the remaining
unmineralized elements. Mineralization proceeded postero-anteriorly in the
chondrocranium. Direction of mineralization could not be clearly ascertained for
the branchial arches. The propterygium, metapterygium and basipterygium and

their associated segments mineralized proximo-distally. All pectoral and pelvic fin
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radials also appeared to mineralize proximo-distally. Proximal and middle radials
of the pectoral fin mineralized first. Mineralization of both dorsal fin basal
elements progressed proximo-distally. Both dorsal fin radials mineralized
proximo-distally and bidirectionnally, with radials in the center of the fins
mineralizing first, followed by those in the posterior and anterior regions of the

fins.

4.4 Discussion

The description of the sequence of mineralization of the endoskeleton of a growth
series of the thorny skate A. radiata has yielded previously new ontogenetic data
for a chondrichthyan. The order and direction of progression for both aerolar and
tesserate mineralization was described for the first time within the entire
endoskeleton of embryonic and juvenile specimens. Furthermore, distribution
patterns of tesserate mineralization were also observed and described. This
information can now be compared to the one observed by previous workers for
other chondrichthyan species in order to ascertain whether generalized
mineralization patterns are present. Furthermore, trends observed in
chondrichthyans can be compared to those reported for osteichthyans. The

presence of phylogenetic and mechanical constraints were also investigated.
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Progress of mineralization in chondrichthyans

The mineralization of the batoid synarcuum was investigated by Claeson (2011)
in five extant (Okamejei kenojei, Amblyraja radiata, Leucoraja erinacea,
Leucoraja naevus and Malacoraja senta) and one extinct (Cyclobatis sp.) species
of skates. A complete crustal pattern of tesserae mineralization was observed in
the synarcuum and occurred late in development compared to the rest of the
endoskeleton, progressing lateral to medial. Mineralization of the basiventrals
progressed following multiple directions: from lateral to medial and anterior to
posterior in certain regions of the synarcual (Claeson, 2011). In the present study,
the synarcuum of A. radiata mineralized early in development. Several directions
of mineralization were observed in the synarcuum, including both general antero-
posterior and postero-anterior directions. Thus, the type, pattern and distribution
of mineralization of A. radiata are similar to those observed in other batoids by
Claeson (2011). However, the order and directions of mineralization appear
different, except for the ventral seam which mineralized following an antero-

posterior direction.

Johanson et al. (2013) described the chondrification process of the synarcua of
four batoid species (Dasyatis americana, Raja texana, Rhinobatos lentiginosus,
Torpedo torpedo) from cleared and double-stained embryos. Although they did
not discuss mineralization progression, it can be partly ascertained from
specimens in their figures 6 and 7 (Johanson et al., 2013). When analyzed, these
figures show that mineralization within the embryos is present at specific
locations only (chondrocranium, synarcuum, vertebral column) and that all centra
are mineralized. The synarcuum is not mineralized in D. americana and the
chondrocranium is not figured. The posterior edge of the chondrocranium and
anterior edge of the synarcuum are mineralized within specimens of R.

lentiginosus and T. torpedo. In T. torpedo, the posterior edge of the synarcuum is
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also mineralized. Mineralization is more advanced on the specimen of R. texana,
and covers the posterior surfaces of the otic capsules, and the anterior half of the
synarcuum, except for the distal portion of the lateral stays. Although the
available information is incomplete, the type, pattern and order of mineralization
within the chondrocranium, synarcuum and part of the vertebral column observed
in embryos featured in Johanson et al. (2013) is similar to that observed in 4.

radiata.

Mineralization of the pectoral fins for 56 batoid species were examined according
to their mode of locomotion (undulatory, oscillatory) (Schaeffer and Summers,
2005). A high amount of variation in the degree of tesserated mineralization was
observed among and within species. Schaefer and Summers (2005) suggested that
(1) mineralization within immature specimens progressed proximo-distally and
(2) the catenated pattern of tesserate mineralization represented the neotenic state,
which would be observed in juveniles of adults with a crustal pattern. A crustal
pattern of tesserate mineralization is also present in sharks and thus was suggested
to represent the basal character state (Schaefer et Summers, 2005). In late-stage
embryos of A. radiata, a catenated pattern of tesserate mineralization was first
observed in the proximal middle radials of the pectoral fin, and absent in distal
radials. In juvenile specimens of 4. radiata, a catenated pattern of tesserate
mineralization was present in proximal and middle radials, eventually appearing
on distal ones. This gradual progression of mineralization in a proximo-distal
direction thus supports the first hypothesis proposed by Schaefer and Summers
(2005). Their second hypothesis could not be verified since 4. radiata does not
exhibit a crustal pattern of tesserate mineralization within radials of the pectoral
fin. Therefore, the types, patterns and directions of mineralization that we
observed in A. radiata is similar to those observed for the Rajidae as described by
Schaefer and Summers (2005). Preliminary data on juveniles of the smooth skate

Malacoraja senta (pers. obs.) show that mineralization types, patterns and
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distributions are also similar to those observed in 4. radiata. Order and directions
of mineralization progression in M. senta could not be established due to the lack
of embryonic specimens, and because all juvenile specimens exhibited similar
degrees of mineralization. Thus, based on previous studies and our observations,
we conclude that the type, pattern, distribution and order of mineralization is

conservative within the family Rajidae.

In sharks, Yucha (1998) investigated the presence of mineralization within four
stages (yolk-sac embryo, prebirth embryo, subadult, adult) of S. acanthias at four
distinct positions within the endoskeleton: the supra-orbital shelf, the Meckel’s
cartilage, neural arches and the centra of the 3rd and 4th vertebrae. Mineralization
was first observed on the lingual side of Meckel’s cartilage at the yolk-sac
embryonic stage. Mineralization then proceeded anterioly and ventrally on both
lingual and labial sides of the Meckel’s cartilage. The centra showed first signs of
mineralization in the prebirth embryonic stage of S. acanthias, and was nearly
entirely mineralized at the adult stage, whereas mineralization of the neural arches
and supra-orbital shelf began at the subadult stage (Yucha, 1998). Centra were the
first elements to mineralize (areolar mineralization) in the smallest embryonic
specimens of A. radiata, which suggests that differences exist in the onset of

areolar and tesserate mineralizations among different species of chondrichthyans.

Another study on the progress of mineralization in sharks was performed by
Summers et al. (2004). They quantified chondrocranium mineralization in one
neotenate and four juvenile and adult specimens of the horn shark Heterodontus
francisci. In the neonate, the most highly mineralized region was the jaw joint, at
the dorsal surface of the palatoquadrate and the dorsal and ventral surfaces of
Meckel’s cartilage. The basal plate and otic region near the articulation of the
hyomandibula were also mineralized, whereas the optic and olfactory regions

were not. In the juvenile specimens, the optic and nasal regions along with the
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posterior and dorsal surfaces of the chondrocranium had more mineralization
compared to the neonate, whereas the central optic and anterior nasal surfaces
remained unmineralized. In adult specimens, the nasal cartilages were well

mineralized.

Eames et al. (2007) described the mineralization in embryos of four different
lengths (5, 9, 12 and 15 cm) of the swell shark Cephaloscyllium ventriosum. The
first elements to mineralize were the centra and neural arches, followed by the
chondrocranium, jaws, and pectoral and pelvic girdles simultaneously; the centra
and neural arches mineralized before the heamal arches (Eames et al., 2007).
Benzer (1944) reported that mineralization in the spiny dogfish (Squalus
acanthias) was first observed within the visceral arches, followed by the cranium
simultaneously with the vertebrae, and lastly within the paired fin girdles and
appendages. Mineralization appeared to proceed in a congruent manner with
chondrification, following a constant and specific pattern in S. acanthias (Benzer,

1944).

Preliminary data on cleared and doubled-stained purported embryonic (13 cm and
less) and juvenile (14-30 cm) black dogfish (Centroscyllium fabricii) specimens
show that there is no mineralization in embryos, whereas in juveniles, the
vertebral column (including the caudal fin), the chondrocranium and branchial
arches are the first systems to mineralize. In the vertebral column of juveniles, the
centra are the first elements to mineralize, followed by the neural arches located
immediatelly behind the chondrocranium, and then the anterior heamal arches of
the caudal fin. The mineralization of centra then proceeds antero-posteriorly along

the vertebral axis.

Based on previous studies (Benzer, 1944; Eames ef al., 2007; Johanson ef al.

2013; Schaefer and Summers, 2005; Summers et al., 2004; Yucha, 1998), our data
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on A. radiata and preliminary data on M. senta and C. fabricii, similar patterns
were found in the order and directions of mineralization. The order in which
morphological systems mineralize is similar, since the chondrocranium (including
the jaw and hyoid arch), branchial arches and vertebral column are the first to
mineralize; mineralization on girdles and fins appears later during development.
The early mineralization of the vertebral axis (including the synarcuum of 4.
radiata) and chondrocranium is similar to the condition in sharks. Within the
vertebral column of C. ventriosum, the first elements to mineralize are the centra,
followed by the neural arches, similarly to the order observed in 4. radiata. The
directions of mineralization observed previously in elasmobranchs are also in
concordance with those observed within 4. radiata. A postero-anterior direction
of mineralization of the chondrocranium appears to be present in H. franscisi. The
centra, however, mineralized following a different direction in C. fabricii

compared to the skates 4. radiata and M. senta.

Chimaeras exhibit reduced mineralization of the vertebral column (Didier, 1995 ;
Patterson, 1965 ; Stahl, 1967 ; E. Grogan, pers. com.) and mineralization was not
observed within the endoskeleton of cleared and stained Callorhinchus milii
embryos (Riley et al., in prep.). From the information gathered from a cleared and
doubled-stained chimaera embryo (Chimaera monstrosa) illustrated in Figure 6 of
Johanson et al. (2013), the dorsal, ventral and posterior edges of the synarcuum of
Chimaera monstrosa appeared last to mineralize. The lack of information
pertaining to the mineralization of juvenile and adult chimeras prevents

establishing mineralization pattern common to elasmobranchs and chimaeras.
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A summary of the directions of mineralization within chondrichthyans is provided
in Table 4.2. Despite the scarcity of data, tentative generalized order and
directions of mineralization can be inferred. The type of mineralization (areolar
and tesserate) and the order of progression of mineralization observed in previous
studies of elasmobranchs are generally similar to those observed in 4. radiata.
The general order in which mineralization initiates within the endoskeleton of
elasmobranchs is: (1) the chondrocranium (and synarcuum within batoids), the
branchial arches and the vertebral column (including the caudal fin), (2) the
pectoral and pelvic girdles, (3) the pectoral fins, (4) the pelvic fins and (5) the
median fins. Direction of the progression of mineralization is postero-anterior for
the chondrocranium and proximo-distal for paired and median fins. Multiple
directions of mineralization can be observed within the synarcuum of batoids, and

the vertebral column (including the caudal fin) of elasmobranchs.

Progress of ossification within actinopterygians

The mineralization of chondrichthyans can be compared to the ossification of
actinopterygians in order to investigate whether phylogenetic patterns can emerge.
The types (i.e., aerolar, tesserate), patterns (i.e., crustal, catenated) and distribution
(i.e., ventral, dorsal) of mineralization are unique to elasmobranchs and thus
cannot be compared to actinopterygian ossification. However, the order and
direction in which mineralization proceeds in chondrichthyans can be compared to
the order and direction of ossification in osteichthyans. Although exhibiting
different processes of mineralization in their endoskeleton (tesserate and areolar
mineralization in chondrichthyans and dermal, perichondral and endochondral
ossification in osteichthyans), there is evidences that they are both under the
control of similar molecular processes (Venkatesh et al., 2014). A review of
endoskeletal development in actinopterygians was performed for basal

actinopterygians (Polypteriformes, Acipenseriformes), intermediate
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actinopterygians (Amiiformes, Lepisosteiformes) and teleosts.
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Table 4.2. (Continued). Abbreviations: anatomy: C = centra, Na = neural arch, Ha
= haemal arch, Hyp = hypural, Rad = radial; directions: A-P = antero-posterior,
B1= bidirectionnal 1 (mineralization begins first in the middle elements and
proceeds to the extremities), B2 = bidirectionnal 2 (C3 and C4 mineralize first,
followed by C2 and C1 postero-anteriorly and C5 onward antero-posteriorly), B3 =
bidirectionnal 3 (mineralization proceeds from the extremities to the middle), B4 =
bidirectionnal 4 (mineralization begins anteriorly and in middle then proceeds to
extremities), BS = mineralization begins in the middle of the ceratohyal, then
proceeds to extremities, D-P = disto-proximal, Multi = multiple origins and
directions of mineralization, NA = not available, NP = not present, P-A = postero-
anterior, P-D = proximo-distal, Rad D-V = radials mineralize following a dorso-
ventral direction, Rad Mid-Ext. = middle radials mineralize first followed by those
located at the extremities, Simult = elements mineralize simultaneously, Und =
direction of mineralization remained undetermined. Sources: 1) Ahlstrom and
Counts (1958); 2) Balart (1995); 3) Bartsch and Gemballa (1992); 4) Bensimon-
Brito et al. (2012); 5) Benzer (1944); 6) Bird and Mabee (2003); 7) Brown ef al.
(2001); 8) Campinho et al. (2004); 9) Cardeira et al. (2012); 10) Claeson (2011);
11) Cloutier et al. (2010); 12) Crane (1966); 13) Cubbage and Mabee (1996); 14)
Cuervo et al. (2012); 15) Darias et al. (2010); 16) Eames et al. (2007); 17) Faustino
and Powers (1998); 18) Faustino and Powers (1999); 19) Faustino and Powers
(2001); 20) Fischer-Rousseau et al. (2009); 21) Fraser et al. (2004); 22) Grande
(2010); 23) Grande and Bemis (1998); 24) Griinbaum et al. (2003); 25) Griinbaum
et al. (2012); 26) Gwyn (1940); 27) Houde et al. (1974); 28) Imamura and Yabe
(1998); 29) Itawaza (1963); 30) Johanson et al. (2013); 31) Koumoudouros et al.
(2001); 32) Koumoudouros et al. (2001); 33) Kuzir et al. (2009); 34) Lau and
Shaftland (1982); 35) Leiby (1979); 36) Lewis and Lall (2006); 37) Liu (2001); 38)
Mabee (1993); 39) Mabee and Noordsy (2004); 40) Matsuoka (1997); 41)
Matsuura and Suzuki (2000); 42) Mook (1977); 43) Moser and Ahlstrom (1970);
44) Omori et al. (1996); 45) Ott et al. (2012); 46) Pavlov and Moksness (1997); 47)
Potthoff (1975); 48) Potthoff (1980); 49) Potthoff et al. (1980); 50) Potthoff and
Kelley (1982); 51) Potthoff et al. (1986); 52) Potthoff et al. (1987); 53) Potthoff et
al. (1988); 54) Potthoff and Tellock (1993); 55) Richards et al. (1974); 56) Riley et
al. present study; 57) Roo et al. (2010); 58) Schaefer and Summers (2005); 59)
Sfakianakis et al. (2004); 60) Sfakianakis et al. (2005); 61) Summers et al. (2004);,
62) Tong et al. (2012); 63) Velez et al. (2003); 64) Watson (1987); 65) Watson and
Walker (1992); 66) Weisel (1967); Wollom (1970).
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Because of the important disparity of specific endoskeletal elements between
actinopterygians and chondrichthyans, only the order of appearance and direction
of progression of mineralization and ossification with respect to homologous
morphological systems (i.e., chondrocranium, vertebral column, pectoral and
pelvic fins, dorsal and anal fins) are considered. Furthermore, several bones in
actinopterygians are of dermal origin (e.g., premaxilla, maxilla, opercular,
cleithrum, fin rays) and ossify before cartilaginous ones (Arratia et Schultze, 1990
; Cubbage et Mabee, 1996 ; Kuzir et al., 2009 ; Mabee et Trendler, 1996). Since
there are no dermal bones in chondrichthyans, these bones were not included in

the review.

The exact order in which morphological systems ossify during early development
varies among actinopterygians (see supplementary informations in Appendix A).
Ossification may be iniated simulaneously in the cranial and vertebral region
(Kuzir et al., 2009 ; Velez et al., 2003); ossification may then proceed more
rapidly within the neurocranium (Bensimon-Brito et al., 2012 ; Bird et Mabee,
2003 ; Cubbage et Mabee, 1996 ; Fischer-Rousseau, Cloutier et Zelditch, 2009 ;
Itazawa, 1963), or similarly in both morphological systems (Velez et al., 2003).
Alternatively, the vertebral column may mineralize before the cranium (Liu,

2001).

Along with the cranium and the vertebral column, the caudal complex is also
among the first morphological systems to ossify (Ahlstrom et Counts, 1958 ; Bird
et Mabee, 2003 ; Gwyn, 1940 ; Houde, Richards et Saksena, 1974 ; Potthoff,
Kelley et Javechi, 1986 ; Richards, Miller et Houde, 1974). Although the pattern
of pectoral fin ossification appears conservative in various species (Campinho,
Moutou et Power, 2004), the order in which paired and median fins ossify is,

however, subject to variation. Indeed, the pectoral, pelvic, first and second dorsal
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and anal fins may either ossify first or last. However, paired fins ossify before

median fins in a majority of species.

The establishment of a specific pattern of ossification within the cranium of
actinopterygians is complicated by several factors, such a the tendency of
individual elements to mineralize before fusing together (Strauss, 1990).
Furthermore, intraspecific variation in the order of ossification of cranial
structures has been documented (Campinho, Moutou et Power, 2004 ; Cubbage et
Mabee, 1996 ; Faustino et Power, 2001 ; Kuzir et al., 2009 ; Mabee et Trendler,
1996 ; Strauss, 1990). However, in general, elements associated with functional
demands (respiration, feeding and locomotion), such as the premaxillary,
maxillary, opercle, dentary and cleithra, are among the first elements to mineralize

(Cubbage et Mabee, 1996 ; Faustino et Power, 2001).

Within the hyoid arch, the medially-placed ceratohyal tends to ossify first;
ossification proceeds bidirectionnally, from the center of the ceratohyal towards the
extremities (B5) (Faustino et Power, 2001 ; Grande, 2010 ; Leiby, 1979 ; Liu, 2001
; Matsuoka, 1997 ; Potthoff et Kelley, 1982 ; Potthoft, Kelley et Collins, 1988 ;
Potthoff et Tellock, 1993 ; Watson et Walker, 1992). Among the branchial arches,
even though no definite order or direction of ossification could be determined, an
antero-posterior direction appears to be present. Within a single branchial arch,
ceratobranchials tend to ossify first, followed by the more dorsally and ventrally

placed elements (see supplementary informations in Appendix A).

In the vertebral column, the order in which the centra, neural and haemal arches
ossify varies among actinopterygian species (see supplementary informations in
Appendix A). Although several directions of ossification were documented for the
vertebral column (Table 4.2), an antero-posterior direction of ossification is most

common. Vertebral segments can individually begin ossifying at more than one
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center of initiation, and proceed in different directions within the same species

(Table 4.2). Within the pectoral fins, a dorso-ventral and proximo-distal direction
of radial ossification was most common, although proximal radials were observed
to ossify before distal radials in the intermediate group. In median fins, an antero-

posterior direction of ossification was also the most common pattern.

The neurocranium, vertebral column (including the caudal fin) are consistently the
first systems to ossify, whereas the ossification order of paired and median fin
varies greatly. In the vertebral column, an antero-posterior direction of
ossification was the most common one observed for intermediate actinopterygians
and teleosts. An antero-posterior direction of ossification of the vertebral column
was also considered as the most common pattern by Cote et al. (2002) for
actinopterygians, and this may reflect the basal condition in extant species, since it
was present in both the intermediate and teleost groups. In the paired, dorsal and

anal fins, a proximo-distal direction was common to actinopterygians.

Mabee et al. (2002) reviewed median fin formation in actinopterygians, and
considered a bidirectional development to be basal. However, the basal direction
of ossification for dorsal and anal fins in extant species could not be determined
because of the lack of information among basal and intermediate actinopterygians.
A proximo-distal direction of ossification was observed in the dorsal and anal fins
in the intermediate group and was the recurring pattern in teleosts, thus supporting
a proximo-distal direction of ossification as the basal condition in extant species.
In the caudal fin, an antero-posterior direction of ossification of the hypurals is

most common and suggested as the basal condition in extant actinopterygians.

Generalized mineralization trends in chondrichthyans and actinopterygians

When the order and directions of mineralization and ossification are compared
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between chondrichthyans and osteichthyans, the early mineralization/ ossification
of the vertebral column and of the neurocranium, along with a generalized
proximo-distal direction within dorsal, anal and paired fins are common trends.
These similarities could reflect shared genetic pathways in the mineralization and
ossification processes (Freitas, Zhang et Cohn, 2007 ; Oulion ef al. 2012 ; Ryll et
al., 2014 ; Venkatesh et al., 2014). Similarity in the order and direction of
ossification in actinopterygians may reflect phylogenetic relationships and/or
response to functional needs (Bartsch et Gemballa, 1992 ; Cloutier et al., 2010 ;
Cote et al., 2002 ; Cubbage et Mabee, 1996 ; Faustino et Power, 1999 ;
Griinbaum, Cloutier et Dumont, 2003 ; Kuzir ef al., 2009 ; Mabee, Olmstead et
Cubbage, 2000 ; Mabee et Trendler, 1996 ; Omori, Sugawara et Honda, 1996).
Structures that are required to function earlier in development usually ossify first,
since bone ossification is influenced by the mechanical stresses imposed by
functional demands (Adriaens et Verraes, 2002 ; Cloutier et al., 2010 ; Cubbage et
Mabee, 1996 ; Griinbaum, Cloutier et Vincent, 2012 ; Mabee et Trendler, 1996).
These phylogenetic and functional constraints may also be present in

chondrichthyans.

Phylogenetic vs functional constraints in chondrichthyans

Data obtained from previous studies, the growth sequence of A. radiata and the
preliminary observations made in M. senta and C. fabricii seem to indicate that
the order of progression of mineralization is relatively conserved in
elasmobranchs. However, delimiting the degree to which a phylogenetic trend or
functional constraint is responsible for this consistency is not an easy task. One of
the reason for this is that there are very few studies looking at phylogenetic
constraints compared to the numerous studies on the effect of mechanical stress.
Only Mabee et al. (2002) has mapped directions of ossification in

actinopterygians and inferred general trends. The present study is the first review
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of order and direction of mineralization in chondrichtyans, outlining common

trends.

Studies on mechanical stress are comparatively more abundant. There is evidence
that both the ossification and tesserate mineralization processes are induced by
mechanical stress (Cloutier et al., 2010 ; Griinbaum, Cloutier et Vincent, 2012 ;
Summers et al., 2004; Yucha, 1998). Mechanical stresses can be imposed by both
physiological demands (i.e., breathing, jaw movements) and in response to
environmental conditions (Griinbaum, Cloutier et Vincent, 2012). Stresses by
physiological demands are common to fish species in general, whereas
environmental cues may vary according to where the embryo develops. In
chondrichthyans, the elasmobranch species surveyed are either oviparous, in
which case the embryo spends its entire developmental period within an eggcase
(C. ventriosum, H. franscisi, A. radiata, M. senta, R. texana) or aplacental
viviparous (ovoviviparous), where the embryo develops inside the female (S.
acanthias, C. fabricii, T. torpedo, D. americana, R. lentiginosus). Similar patterns
of mineralization were observed in embryos developing within an eggcase, such
as early vertebral column mineralization, followed by early mineralization of the
occipito-synarcuum junction in skates. However, these patterns were also
observed in batoid embryos completing their development inside the uterus of the
female. This similarity in mineralization patterns observed between different

reproductive strategies could indicate the presence of a phylogenetic constraint.

These similar patterns could also arise from comparable movements performed by
the embryos, resulting in mechanical stress and subsequent mineralization.
Chondrocytes and osteocytes are mechanically-sensitive cells that positively
respond to mechanical stresses (Zuscik et al., 2008). The fact that the first
elements that mineralize within eggcase embryos (sharks and batoids) are the

centra and associated vertebral elements is congruent with their reported enhanced
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tail motility. Shark and batoid embryos developing within an eggcase move their
tail from side to side in order to increase water circulation and thus oxygenation
(Kempster, Hart et Collin, 2013 ; Leonard, Summers et Koob, 1999 ; Luer ef al.,
2007 ; Maxwell, Frobisch et Heppleston, 2008 ; Mellinger, Wrisez et Alluchon-
Gerard, 1986 ; Rodda et Seymour, 2008 ; Wyffels, 2009). Motion-induced
mechanical stress may also be responsible for the presence of mineralized centra
within free-swimming juveniles of C. fabricii and its absence in purported
embryos (less than 13 cm in length), since tail motion is essential for propulsion
in sharks (Wilga et Lauder, 2004). Motion-induced mechanical stress may also
explain the generalized increase in mineralization observed in free swimming

juveniles of A. radiata compared to that of embryos.

Locomotion and the resulting difference in mechanical stresses may also explain
the different patterns observed within the pelvic fins of skates. Skates are known
to “’punt’’, which is the action of walking on bottom substrate using the anterior
lobe of the pelvic fins to generate forward movement (Holst et Bone, 1993 ;
Koester et Spirito, 2003a ; Lucifora et Vassallo, 2002 ; Macesic et Kajiura, 2010).
The proximal (compound) radial of the anterior lobe moves forward and
backward, whereas the posterior lobe is not involved in any direct action although
it may generate lift of the fin (Lucifora et Vassallo, 2002 ; Macesic et Kajiura,
2010). The proximal (compound) and middle radials in A. radiata have a
complete crustal pattern of tesserate mineralization, resulting in greater
robustness. The remaining radials within the anterior lobe had mineralization on
their anterior and posterior surfaces, reflecting their anterior-to-posterior
mouvement during punting. These mineralization patterns are different from those
observed within the posterior lobe of the fin, where mineralization was
comparatively less, and only present on ventral and dorsal surfaces. This reduced
mineralization could result from a less active usage of these elements. Thus,

differences in location and degree of mineralization between elements may be
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associated to the differential mechanical stress sustained by the two different parts

of the fins.

Mechanical stress may also account for the mineralization observed on the jaws of
S. acanthias embryos, since they perform jaw movements while still within the
utero of the female. This movement could also explain the early mineralization
observed on the jaw joint of embryonic H. francisci (Summers et al., 2004) since
once the embryo is too large to continue its tail beating within the eggcase, active
oropharyngeal pumping has been reported (Wyftels, 2009). An assymetrical
distribution of tesserae, and differences in size of tesserae were also correlated

with the presence of mechanical stress (Yucha, 1998).

However, caution must be used since the correlation between mechanical stress
and mineralization may also represent a tight coupling of the genetic processes
ensuring that responsive tissue is present within suitable areas experiencing
mechanical load (Roberts et Hartsfield, 2004). For example, the highly diverse
direction of mineralization among osteichthyans was attributed to the antero-
posterior direction of development controlled by Hox genes and the various

environmental and functional constraints experienced by fish (Cote et al., 2002).

4.5 Conclusion

Ontogenetic data, such as ossification sequences, can be mapped upon a
phylogenetic tree in order to find evolutionary patterns among osteichthyans
(Mabee et al., 2000); however, the lack of detailed ontogenetic data for
chondrichthyans impeded a further understanding of the progression of areolar
and tesserate mineralization. Previously unknown orders, directions of
progression and patterns in both areolar and tesserate mineralization were

described using our growth series of the thorny skate Amblyraja radiata. An
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antero-posterior direction of the chondrocranium appears as a common trend in
elasmobranchs. Furthermore, early mineralization of the chondrocranium,
branchial arches and vertebral column (including the caudal fin) and proximo-
distal direction of mineralization within paired and median fins are trends
common to elasmobranchs and actinopterygians, and may thus reflect

commonality of embryological patterning.

Future work should include investigating the progression of chondrification and
mineralization among elasmobranch species exhibiting different reproductive
strategies, to understand the extent of phylogenetic and mechanical stress
constraints. Another interesting system to investigate would be the use of
myliobatoid species, in order to investigate directions of mineralization of their

second synarcuum.
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CHAPITRE V

CONCLUSION GENERALE

5.1  Contexte, originalité de I’étude et rappel des objectifs

5.1.1 Contexte

La biologie évolutive du développement (Evo-Dévo) est une discipline
dynamique, visant a expliquer comment les changements produits au cours du
développement peuvent résulter dans une modification du phénotype (Hall,
2003a). Ainsi, I’ontogénie des organismes devient un outil crucial pour I’étude de
I’évolution (Adriaens et Verraes, 2002). Ces changements, qu’ils soient d’ordre
morphométriques (e.g., intégration morphologique), anatomiques (e.g., séquence
d’ossification) ou histologiques (e.g., déposition d’os) sont caractérisés a 1’aide de
séquences ontogénétiques (Cloutier, 2010). Ces séquences proviennent
d’organismes utilisés comme mod¢les (Sommer, 2009) et sont constituées de
plusieurs spécimens ordonnés en niveau croissant de maturité selon un critére
spécifique (e.g., stade, longueur) (Colbert et Rowe, 2008) ; ceci afin de

reconstruire I’ontogénie typique a une espece (Mabee, 1993).

L’analyse de ces séquences, et leur comparaison entre especes sont importantes
afin de détecter les changements aux niveaux morphologiques et
développementaux (Sommer, 2009), et permet 1’identification de patrons de

développement squelettique généraux qui peuvent étre associé a la présence de
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modules, et la polarisation de leur état (plésiomorphe, dérivée) (Mabee ef al.,
2002 ; Charest et Cloutier, 2008 ; Cloutier, 2010). La comparaison de séquences
ontogénétiques représente un des thémes le plus étudiés en I’Evo-Dévo (Miiller,
2007), et par conséquent, le nombre d’espéces modeles utilisées a ces fins a

augmenté (Bolker, 2014).

Les especes de chondrichthyens sont devenues des mode¢les prisés de ce théme
comparatif en Evo-Dévo car ils représentent le groupe-frére des ostéichthyens, et
sont utilisées afin d’identifier les caracteres et les patrons de développement
plésiomorphes (Coolen, Menuet et Mazan, 2009 ; Ravi et al., 2013). Cependant,
malgré le fait que ’embryologie des chondrichthyens ait été un sujet d’étude
depuis des siecles, des lacunes existent au niveau de la connaissance de leur
développement (Mabee et al., 2002). Ces lacunes concernent leur développement
morphologique, puisqu’aucune série ontogénétique compléte de chondrification

ou de minéralisation n’avait jusqu’a présent été décrite chez un chondrichthyen.

Cette recherche de doctorat avait pour but d’augmenter les connaissances au
niveau de la présence de modules, des tendances générales, des conditions
plésiomorphes, et de la caractérisation de la régionalisation au niveau de systémes
morphologiques en utilisant des séquences de développement (chondrification,
minéralisation) de deux especes de chondrichthyens, la chimére-éléphant (C.

milii) et la raie épineuse (4. radiata).
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5.1.2  Originalité de I’étude

L’originalité de cette étude réside surtout dans le choix de 1) ses organismes
modgeles, 2) le nombre de spécimens analysés et 3) I’ampleur de ’analyse
performée sur la progression de la chondrification et de la minéralisation chez des

chondrichthyens.

Organismes modeles

Le deuxiéme chapitre de cette thése représente la premiére description de la
progression de la chondrification des nageoires paires d’un chondrichthyen, et le
troisieme chapitre représente la premicre description détaillée de la progression de
la chondrification de la région occipitale du neurocrane et du synarcuum chez C.
milii et les chiméres. A 1’exception de certaines études sur la progression de la
chondrification du neurocrane (Grogan, Lund et Didier, 1999) et des arcs
branchiaux (Gillis, Dahn et Shubin, 2009a ; Grogan, Lund et Didier, 1999) il
n’existait aucune description détaillée sur la mise en place des ¢léments
endosquelettiques cartilagineux et leur subséquente minéralisation des nageoires
paires et de I’axe vertébral chez un chondrichthyen. Les études récentes en Evo-
Dévo utilisant les chondrichthyens sont surtout concernées par la caractérisation
de mécanismes développementaux moléculaires, surtout chez la chimere (Ravi et
al., 2013 ; Renz, Meyer et Kuraku, 2013 ; Venkatesh et al., 2014). 1l est pourtant
important de connaitre la mise en place de I’endosquelette car ces informations
sont cruciales afin de mieux comprendre la formation des systemes
morphologiques et leur trajectoire évolutive (Gillis, Dahn et Shubin, 2009b ;
Gillis et al., 2011).

Le quatrieme chapitre de cette thése représente la premiere description de la

progression de la minéralisation du squelette entier chez A. radiata, et la premicre
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description détaillée chez un chondrichthyen. Les raies possedent un squelette
comprenant davantage d’éléments endosquelettiques comparativement aux autres
chondrichthyens (Compagno, 1999) et représentaient un excellent choix pour la
description de la progression de la minéralisation tesserale et aréolaire. La
minéralisation tesserale, composée d’un assemblage de minéralisation de type
prismatique et globulaire, est une synapomorphie des chondrichthyens (Grogan et
Lund, 2004); cependant, sa progression sur les éléments endosquelettiques au
cours de I’ontogénie n’a jamais été décrite en détail. La progression de
I’ossification des ostéichthyens, par contre, a été sujette a des centaines d’études
(voir Griinbaum, Cloutier et Vincent, 2012 ; Mabee et al., 2002). Le manque
d’information au niveau de la progression de minéralisation chez les
chondrichthyens représentait donc une contrainte empéchant d’établir les

conditions plésiomorphes des gnathostomes (Mabee et al., 2002).

Nombre de spécimens analysés

Aucune autre étude portant sur la progression endosquelettique de la
chondrification et minéralisation des chondrichthyens n’a analysé en détail autant
de spécimens. La majorité des études concernant la mise en place des éléments
cartilagineux et leur subséquente minéralisation se basent sur quelques spécimens
seulement (Johanson et al., 2013 ; Pradel et al., 2013) ou omettent de mentionner
le nombre de spécimens utilisés (Claeson, 2011 ; Eames et al., 2007 ; Gillis, Dahn
et Shubin, 2009a). Dans la présente étude, 25 spécimens de la chimére C. milii et
22 spécimens de la raie 4. radiata ont été utilisés pour étudier la progression de la
chondrification (C. milli) et de la minéralisation (4. radiata). Une séquence
ontogénétique possédant un plus grand nombre de spécimens permet une
description morphologique plus détaillée, et donc une identification des ¢léments
et un suivi de leur mise en place plus précis. De plus, elle permet aussi

I’identification de variations intra-spécifiques (Mabee, Olmstead et Cubbage,
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2000 ; Mabee et Trendler, 1996).

La raison pour laquelle le nombre de spécimens utilisés dans les autres études est
généralement limité réside dans la difficulté d’acces aux jeunes stades
développementaux de chondrichthyens, comparativement aux actinoptérygiens.
Plusieurs espéces d’actinoptérygiens possedent une grande valeur commerciale, et
la progression ontogénétique de leur squelette chez ces especes a été étudiée afin
de mieux connaitre leur développement. De plus, certaines espéces sont élevées
en captivité, rendant I’acces a des spécimens plus facile. Ceci est différent pour
les chondrichthyens en général; bien qu‘il existe quelque especes élevées en
captivité, leur acceés demeure limité due a leur périodes de gestation et de
développement, qui sont relativement plus longues comparativement a celles
observées chez les actinoptérygiens. Dans le cas des chiméres, ce sont des
poissons vivant a de grandes profondeurs et trés peu d’informations sont
disponibles sur leur écologie et leur comportement (Didier, 2004 ; 2010). Pour la
chimere C. milii, bien que de récentes études démontrent une plus grande facilité a
se procurer des spécimens, il reste que ces spécimens proviennent des cotes de la
Nouvelle-Z¢lande et de 1’ Australie (Didier, 1995 ; Gillis et al., 2011 ) et leur
récupération et transport demande une logistique et un colit considérables. C’est
pourquoi les spécimens utilisés dans cette étude proviennent d’une collection
muséale. L’utilisation d’un grand nombre de spécimens de 4. radiata a été rendue

possible grace a une collaboration avec Péches et Océans Canada.

Ampleur de I’analyse performée

Aucune autre étude n’a analysé avec autant de détail la progression de la
chondrification et de la minéralisation endosquelettiques chez des
chondrichthyens. L’analyse compléte des nageoires pectorales et pelviennes de C.

milii représente I’identification de plus de 3000 ¢léments, la région occipitale et le
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synarcuum de C. milii de plus de 500 ¢léments et le squelette entier de A. radiata
plus de 20 000 ¢éléments. Ces éléments ont été observés, illustrés et analysés afin
de comprendre 1’ordre d’apparition et la direction de formation du cartilage et de
la minéralisation. Ceci a permis une description beaucoup plus détaillée de la
progression de la chondrification et de la minéralisation chez des espéces de
chondrichthyens comparée aux études précédentes (Benzer, 1944 ; Didier, 1995 ;
Eames et al., 2007 ; Johanson et al., 2013), permettant ainsi de décrire pour la
premiére fois des modules morphologiques et développementaux chez les
nageoires paires des poissons, de confirmer que les synarcua des chiméres et des
raies ne sont pas homologues, et d’établir des tendances générales et des

conditions plésiomorphes pour les especes de gnathostomes actuels.

5.1.3 Rappel des objectifs

L’objectif général de cette recherche était de décrire les séquences ontogénétiques
de chondrification et de minéralisation chez deux especes de chondrichthyens, la
chimére—¢léphant (C. milii) et la raie épineuse (4. radiata), respectivement. Leur
séquences ontogénétiques ont permis 1’analyse de la progression endosquettique
de ces processus afin de valider la présence de patrons généraux, de modules et la
formation de systemes morphologiques tels le synarcuum et les nageoires paires
chez la chimére-éléphant et la caractérisation de la minéralisation et la
détermination de patron généraux chez la raie épineuse. Les spécimens utilisés
(embryons et juvéniles) ont été doublement colorés et I’ontogénie squelettique

décrite.

Objectif 1 - Description de la morphologie et du développement morphologique

des nageoires paires chez Callorhinchus milii

La séquence ontogénétique de la progression de la chondrification des nageoires
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paires a été décrite et analysée, ce qui permettait de décrire leurs morphologies,
I’ordre de mise en place des éléments cartilagineux, ainsi que leurs directions de
formation. La morphologie, I’ordre et la direction de mise en place des ¢léments
cartilagineux des nageoires pectorales ont ensuite été comparés a ceux présents
chez les nageoires pelviennes afin de vérifier si elles étaient similaires, ce a quoi
on s’attendrait dans le cas d’homologues sériés. Une grande similarité
(morphologique, développementale) entre les nageoires appuierait la théorie de la
duplication, et suggérerait la présence de modules morphologiques et
développementaux. Finalement, les ordres et directions de mise en place des
¢léments endosquelettiques des actinoptérygiens et des chondrichthyens ont été

comparés et discutés.

Objectif 2 - Description de la morphologie et du développement morphologique

de la région occipitale et du synarcuum chez Callorhinchus milii

Le deuxieme objectif visait a décrire la séquence de chondrification de la région
occipitale et du synarcuum afin de valider dans un premier temps si les structures
et le développement entre ces deux régions étaient similaires, puisque ces régions
sont suggérées comme provenant de sclérotomes homologues sériés. Cette
information allait ensuite étre intégrée a un contexte phylogénétique afin de
comparer le nombre de segments vertébraux incorporés dans le chondrocrane des
chondrichthyens pour vérifier la présence de patrons généraux. La séquence de
formation du synarcuum de la chimére allait aussi étre comparée a celle présente

chez les raies afin de vérifier si ces deux structures sont homologues.

Objectif 3 - Description de la progression ontogénétique de la minéralisation

(aréolaire, tesserale) de l’endosquelette complet chez Amblyraja radiata

Cet objectif avait pour but de décrire la progression de la minéralisation en
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caractérisant les types, les ordres et les directions de minéralisation, et de les
comparer a ceux présents chez les autres especes de chondrichthyens pour vérifier
leur similarité et établir des tendances générales aux chondrichthyens. Celles-ci
allaient ensuite étre comparées aux tendances d’ossification présentes chez les
actinoptérygiens pour valider la présence de tendances générales de minéralisation

chez les gnathostomes.

5.2 Principaux résultats

5.2.1 Description de la morphologie et du développement morphologique

des nageoires paires chez Callorhinchus milii

Le premier objectif était d’analyser la séquence compléte de 1’apparition et la
mise en place des ¢léments endosquelettiques cartilagineux chez les nageoires
paires d’un chondrichthyen. Bien que les embryons de chondrichthyens aient été
un sujet d’étude depuis plus de deux siécles, des lacunes existaient au niveau de la
description du développement des nageoires paires, notamment I’ordre et la mise
en place des ¢léments endosquelettiques. Bien qu'une description générale de la
morphologie des nageoires paires de C. milii avait déja été faite précédemment
(Didier, 1995), la description détaillée faite au cours de cette étude démontre une
organisation plus complexe et un plus grand nombre d’éléments que
précédemment décrits, ainsi que 1’ordre et la direction de la mise en place des

¢léments des nageoires pectorales.

Les nageoires paires sont des homologues sériés et des modules morphologiques

et développementaux

Notre premiere hypothése, que les nageoires pectorales et pelviennes possedent

une morphologie et un développement similaire, a ét¢ validée. Cette hypothese est
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en lien direct avec la notion que les nageoires paires sont des homologues

sériés. Cette notion d’homologie sériée, bien que mentionnée dans la littérature
(Cole et Currie, 2007 ; Ruvinsky et Gibson-Brown, 2000 ; Shubin, Tabin et
Carroll, 1997), n’avait jusqu’a présent jamais ¢té validée, et reposait sur le fait que
les membres des tétrapodes, qui ont évolué a partir des nageoires paires, sont eux
considérés comme homologues sériés a la morphologie et au développement tres
similaires (Bininda-Emonds et al., 2007 ; Ruvinsky et Gibson-Brown, 2000 ;
Young et Hallgrimsson, 2005), et sur la similarité¢ des expressions géniques
observées au cours de la formation des nageoires pectorales et pelviennes (Freitas,
Zhang et Cohn, 2006 ; Freitas, Zhang et Cohn, 2007 ; Horton ef al., 2008). De
plus, I’identification de modules développementaux par Mabee et al. (2002) chez
les nageoires médianes des actinoptérygiens et la description des membres pairs
des tétrapodes en tant que modules développementaux et morphologiques de
Young et Hallgrimsson (2005) mena a la réflexion a savoir si de tel modules sont

présent dans les nageoires paires des poissons.

Les ¢tudes démontrant la similarité¢ du développement moléculaire entre les
nageoires paires des chondrichthyens suggéraient aussi la possibilité de modules
chez ce groupe. La similarité dans la morphologie et le développement des
nageoires paires de C. milii confirme leur état en tant qu”homologues sériés. La
trés grande similarité morphologique entre les nageoires paires correspond a la
définition d’un module morphologique, et la trés grande similarité dans I’ordre et
la mise en place des ¢léments endosquelettiques correspond a la définition d’un
module développemental (Cloutier ef al., 2010 ; Mabee et al., 2002 ; Winther,
2001) ; les nageoires paires de C. milii représentent donc des modules

morphologiques et développementaux.

Les notions d’homologie sériée et de modularité suggerent un phénomene de

duplication (Hall, 1995b) ; les nageoires pectorales sont apparues en premier et
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leurs mécanismes développementaux dupliqués et réitérés postérieurement,
résultant en I’origine des nageoires pelviennes (Ruvinsky et Gibson-Brown,
2000). La treés grande similarité entre la structure et le développement
morphologique des nageoires paires appuie cette théorie. Puisque les ¢léments
sériés sont le produit de duplication et que les modules sont aussi sujet a étre
dupliqués (Raff, 1996), notre analyse appui la théorie de la duplication et répond
affirmativement a la question “’est-ce que les nageoires pelviennes sont une copie
des nageoires pectorales ©* (Minguillon, Gibson-Brown et Logan, 2009 ;

Ruvinsky et Gibson-Brown, 2000).

Malgré cette trés grande similarité, il existe des différences morphologiques entre
les nageoires paires. Les nageoires pectorales démontrent un plus grand nombre
d’¢éléments endosquelettiques (basaux, radiaux) ainsi que d’éléments qui ne sont
pas présents dans les nageoires pelviennes (¢léments irréguliers et ¢léments
interdistaux) ; de plus, les éléments interdistaux se développent suivant une
direction postéro-antérieur, contrairement au reste des éléments des nageoires
paires qui se développent en suivant une direction antéro-postérieure. Ces
différences peuvent étre expliquées par un déphasage du timing des expressions
géniques entre les nageoires paires des chondrichthyens. Le géne Sox§ est associé
a la formation du cartilage, et est exprimé dans les nageoires pectorales de S.
canicula du stade 27 jusqu’au stade 32 minimalement, tandis qu’il est exprimé du

stade 29 au stade 31 dans les nageoires pelviennes (Freitas, Zhang et Cohn, 2007).

La période d’expression de Sox§ étant plus longue dans les nageoires pectorales
pourrait expliquer le nombre d’¢léments endosquelettiques plus élevé.
L’expression de Shh est aussi différente entre les nageoires pelviennes males et
femelles, étant maintenue plus longtemps dans la partie postérieure des nageoires
des males (jusqu’au stade 32), comparativement aux femelles (stade 30). Ceci

serait corrélé a la présence de ptérygopodes chez les males (Dahn ef al., 2007).
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Chez les tétrapodes, le facteur de transcription Pitx est présent chez les membres
postérieurs seulement, et est étroitement li¢ a I’identité des éléments
endosqueletiques ; bien que 1’expression de Pitx n’est pas caractérisé chez les
chondrichthyens, il est possible que ce facteur soit responsable des structures

propres aux nageoires pelviennes, tel les ptérygopodes (Dahn ef al., 2007).

Développement des nageoires paires des chondrichthyens et description des

conditions plésiomorphes

La deuxiéme hypothése présentée dans le cadre du premier objectif a aussi été
validée, puisque les nageoires paires de C. milii se développent de fagon similaire
a celle des autres chondrichthyens, selon les descriptions provenant de travaux
antérieurs (Balfour, 1881 ; Cohn et al., 2002a ; Freitas, Zhang et Cohn, 2007 ;
Goodrich, 1906 ; Holmgren, 1933). Chez les nageoires paires des
chondrichthyens, les nageoires pectorales se développent avant les nageoires
pelviennes, le mésenchyme se divise en ¢léments distincts avant la chondrification

et les basaux se chondrifient avant les radiaux.

Cette étude permet la comparaison des patrons de développement (ordre et
direction de la mise en place des éléments cartilagineux) entre les
chondrichthyens et les actinoptérygiens. Cette comparaison nous a permis
d’établir les patrons de développement communs aux chondrichthyens et aux
actinoptérygiens et parce qu’ils sont communs a ces deux groupes, ils sont
considérés comme des conditions plésiomorphes des gnathostomes. Ces
conditions sont une direction de développement proximo-distale, la présence d’un
module chez les nageoires paires et les membres pairs et le développement des

nageoires pectorales avant les nageoires pelviennes.

Les séquences ontogénétiques déemontrent une condition morphologique et
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développementale qui n’est pas observée chez le stade adulte

L’analyse de la progression de la chondrification a aussi révélé deux nouveautés :
la fusion de deux masses de cartilage (les processus métaptérygiaux) pour former
le métaptérygium (appelé dans cette étude complexe métaptérygial) et
I’articulation du proptérygium et du complexe métaptérygial avec le coracoide
chez les jeunes stades de développement (stades 31 et 32). La présence des deux
processus métaptérygiaux lors de la formation du métaptérygium dans la nageoire
pectorale, et du basiptérygium dans la nageoire pelvienne, aménent a se poser la
question si, en fait, le processus antérieur représenterait le mésoptérygium et le
processus postérieur le métaptérygium. Ceci signifierait que la réelle condition
des nageoires pectorales de C. milii serait tribasale, pareil a la condition observée
chez les élasmobranches, et que la condition plésiomorphe des espéces de

chondrichthyens actuels serait tribasale.

Autre point important, le proptérygium et le complexe métaptérygial s’articulent
tous les deux avec le coracoide de la ceinture pectorale plus tot au cours du
développement, chez les spécimens du stade 31 et le spécimen le plus précoce du
stade 32. Chez le spécimen le plus avancé du stade 32, le complexe métaptérygial
ne s’articule plus avec le coracoide, mais seulement avec le proptérygium. La
présence de trois ¢léments basaux s’articulant avec la ceinture pectorale est aussi
similaire a la condition observée chez les ¢lasmobranches. Ces deux observations
viennent illustrer les problémes liés a I’utilisation du phénotype adulte (Scholtz,
2005) lors des analyses sur I’évolution morphologique des nageoires paires. Le
phénotype adulte des nageoires paires peut résulter de la fusion des éléments et de
changements dans leur emplacement au cours de I’ontogénie (Compagno, 1999).
Ainsi, la détermination des conditions plésiomorphes et de I’homologie entre les
¢léments des nageoires des gnathostomes devient beaucoup plus complexe, en

plus des problemes liés a I’utilisation variable des termes monobasal et polybasal,
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qui ne refleétent pas I’homologie entre les éléments.

5.2.2 Description de l1a morphologie et du développement morphologique de
la région occipitale et du synarcuum chez Callorhinchus milii

Le deuxi¢me objectif était de décrire la formation de la partie occipitale du
chondrocrane et le synarcuum de C. milii, car peu d’informations sont disponibles
pour les chondrichthyens, ainsi que mentioné par plusieurs études (Bemis et
Forey, 2001 ; Britz et Johnson, 2010 ; Claeson et Hilger, 2011 ; Johanson, Carr et
Ritchie, 2010 ; Johanson et al., 2013). Ces données ont été utilisées afin de
comparer le développement de ces deux régions dites homologues, de comparer la
composition de la région occipitale entre les espeéces de chondrichthyens et de
comparer le développement du synarcuum observé chez C. milii a celui décrit

pour les raies, ces synarcua étant interprétés comme non-homologues.

Le développement de la région occipitale et de la colonne vertébrale differe

La premicre hypothése que nous avions proposée est en lien direct avec I’étude de
Johanson et al. (2010). Johanson et a/ (2010) ont mentionné que la région
occipitale et la colonne vertébrale proviennent de somites post-otiques
consécutifs, et pouvaient donc étre considérées comme régions homologues
sériées ; malgré ceci, ces régions n’étaient pas morphologiquement similaires chez
I’adulte. La série ontogénétique de C. milii nous donnait I’opportunité de vérifier
cette question, a savoir si la région occipitale et la partie antérieure de la colonne
vertébrale démontraient une morphologie et une mise en place des éléments
similaires au cours du développement. Cependant, C. milii posséde un synarcuum
situ¢ immédiatement postérieur a la région occipitale, et donc cette similarité, si

présente, ne pourrait étre observée que chez les jeunes stades (stades 30-32), avant
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le début de la formation du synarcuum.

Notre hypothese de similarité développementale entre ces deux régions a été
réfutée, car aucun ¢lément vertébral (basidorsaux, basiventraux, arcs neuraux) n’a
été observée dans la région occipitale pendant les stades 30-32, tandis que des
basidorsaux et des arcs neuraux apparaissent sur la surface dorsale de la
notochorde dans la région du synarcuum pendant le stade 31, ainsi que la
formation des sections latérales ventrales du synarcuum. La base de la section
occipitale de C. milli est formée par les parachordaux, et la progression de la
chondrification procéde ventro-dorsalement, en délimitant les foramina des nerfs
craniens. Cependant, bien que la présence de basidorsaux n’a pu étre confirmée,
des protubérances cartilagineuses, a la teinte plus foncée, semblaient étre
présentes sur la surface latéro-dorsale de spécimens du stade 31(ANSP174661) et
stade 32 (ANSP174696). Ainsi, le développement de ces régions, provenant de
sclérotomes considérées homologues, difféere chez C. milii, corroborantainsi

Johanson et al. (2010).

La structure de la région occipitale des chondrichthyens est variable

La deuxiéme hypothése, que la composition de la région occipitale sera similaire
entre les différentes espéces de chondrichthyens, est en lien direct avec I’étude par
Bemis et Forey (2001) et Britz et Johnson (2010). Bemis et Forey (2001) ont
performé un inventaire des éléments incorporés dans la région occipitale du crane
chez les chondrichthyens, les actinoptérygiens et les sarcoptérygiens dans un
cadre phylogénétique. Ils décrirent la composition de la région occipitale chez
plusieurs ordres d’actinoptérygiens, mais utilisérent la condition observée chez
seulement deux especes de requins, S. acanthias et une espece non-identifiée du
genre Etmopterus, afin de reconstituer la condition générale des chondrichthyens.

Britz et Johnson (2010) suggérérent que la région occipitale des chondrichthyens
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est homologue entre les différentes espéces, malgré I’absence de données a ce
sujet. Ces deux études ont mené a la question a savoir si toutes les especes de
chondrichthyens possédaient une composition occipitale similaire, spécialement
entre les holocéphales et les élasmobranches puisque leur séparation
phylogénétique remonte a minimum 318 millions d’années (Grogan et Lund,
2004), voire 400 millions d’années (Coates et Sequeira, 2001b ; Inoue et al., 2010
; Renz, Meyer et Kuraku, 2013).

Nous avons procédé en deux étapes afin de caractériser la disparité relative a la
morphologie de la région occipitale des chondrichthyens ; dans un premier temps,
nous avons comparé la composition de la région occipitale de C. milii a celle
décrite pour les autres especes de chondrichthyens dans des études précédentes,
puis nous avons compté le nombre de foramina de nerfs spino-occipitaux présents
chez les chondrocranes des chondrichthyens afin de vérifier si des patrons
évolutifs étaient présents. L absence de basiventraux et basidorsaux distincts chez
C. milii est similaire a ce qui avait été observé par El-Toubi (1949) et Jollie (1971)
chez S. acanthias, mais différent des observations faites par de Beer (1937) et
Holmgren (1940) chez d’autres espéces de requins et de raies, ou plusieurs

¢léments vertébraux semblent avoir été incorporés a la région occipitale.

Nous avons aussi utilisés le nombre de foramina observés dans la partie occipitale
et dans le synarcuum a titre indicatif du nombre de segments vertébraux
incorporés, et avons démontré qu’une grande variation dans le nombre de
foramina est présente entre les especes de requins, de raies et de chimeres. Chez
les requins du groupe des Galeomorphii, le nombre de foramina est plus
conservateur comparativement aux Squalomorphii. Il est important de mentionner
que cette disparité est vraisemblablement due a peu d’information disponible pour
le groupe des Galeomorphii, et a la différence entre le nombre rapporté d’une

¢tude a I’autre pour S. acanthias. Les raies possedent peu de foramina dans leur
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région occipitale qui est courte. Chez les chimeéres, le nombre de foramina
présents chez la famille considérée la plus basale (Callorhinchidae) est plus
¢élevée. Cette comparaison ne permet pas d’établir la condition plésiomorphe des

chondrichthyens actuels, mais démontre les lacunes présentes.

Le synarcuum de la chimere n’est pas homologue a celui des raies

Un synarcuum constitué par la fusion des premiers éléments vertébraux est
présent chez les raies (Compagno, 1977) et les chimeéres (Didier, 1995) actuelles.
Ces synarcua sont considérés comme structures non-homologues basé sur leur
morphologie (Maisey, 1986 ; Patterson, 1965), ou a ’homologie incertaine
(Aschliman, Claeson et McEachran, 2012 ; Claeson, 2011). Johanson et al. (2013)
considererent ces synarcua non-homologues, et utilisérent un nombre inconnu de
spécimens de raies et de chimeéres (et non une série ontogénétique) pour décrire la
formation des synarcua. Cependant, le critére ontogénétique d’homologie n’a
jamais été validé relativement a la formation du synarcual chez les raies et les
chimeres. Le critére ontogénétique est un facteur important afin de définir ce qui
constitue une homologie (Ereshefsky, 2010 ; Rieppel, 2005), et I’ontogénie de ces
synarcua n’a pas été comparées puisque la progression de la chondrification du

synarcua de C. milli n’a pas été décrite.

De plus, ce critére ontogénétique est aussi considéré important afin de mieux
comprendre la diversification des chondrichthyens (Claeson, 2011). Les éléments
endosquelettiques et la formation du synarcuum de C. milii ont été décris et
comparés a ceux mentionnés chez les raies (Miyake, 1988). Bien que certains
¢léments vertébraux (basidorsaux et arcs neuraux) sont incorporés dans les
synarcua des chimeres et des raies, la formation des foramina des nerfs spinaux
différe entre les deux taxa, ainsi que I’identité de plusieurs éléments propres a

chacun des groupes. De plus, ’homologie entre les basidorsaux et basiventraux
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des chimeéres et ceux des ¢lasmobranches est contestée, due a leur positions
différentes le long de la notochorde (Johanson et al., 2013). Cependant, il est
intéressant de noter que la position des basiventraux de raies démontre aussi de la
variation entre différentes especes (Miyake, 1988), sans pour autant que leur
homologie soit remise en cause (Johanson et al., 2013). Ainsi, I’hypothése de non-
homologie entre les synarcua des raies et des chimeéres est validée basée sur
I’identité des éléments endosquelettiques et leur fusion au cours du

développement, et non basée sur leur phénotype adulte.

5.2.3 Description de la progression ontogénétique de la minéralisation
(aréolaire, tesserale) de I’endosquelette complet chez Amblyraja
radiata

Cet objectif avait pour but de caractériser le type, I’ordre, la direction et le patron
de distribution de la minéralisation chez un chondrichthyen afin de vérifier si
ceux-ci étaient similaires entre especes de chondrichthyens. L’ordre et la direction
de minéralisation ont ensuite été comparées entre les chondrichthyens et les
actinoptérygiens afin de vérifier si des tendances générales dans la minéralisation

des gnathostomes actuels pouvaient étre décrites.

Le type, l'ordre, la direction et le patron de distribution de la minéralisation sont

similaires chez les chondrichthyens

La premicre hypothése, que les caractéristiques de la minéralisation (tesserale et
aréolaire) seront similaires entre différentes espéces de chondrichthyens, est en
lien avec ’article de Mabee et al. (2002) décrivant les directions de
développement (chondrification, ossification) des nageoires médianes chez les
différents groupes d’actinoptérygiens. Bien que plusieurs directions sont

observées, les nageoires médianes démontrent une direction de développement
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conservée chez une majorité d’especes, ce que Mabee ef al. (2002) interprétérent
comme une présence de modules développementaux. Ils déplorérent le manque
d’information au niveau des chondrichthyens, ce qui empéchait 1’établissement de
conditions plésiomorphes chez les gnathostomes actuels. Afin de pallier a cette
lacune, le type de minéralisation, 1’ordre dans lequel les éléments
endosquelettiques se minéralisent, la direction de la progression de minéralisation
et les patrons de distribution des tesserae sur les éléments endosquelettiques de 4.
radiata ont été comparés a ceux décrits pour différentes especes de
chondrichthyens (Benzer, 1944 ; Claeson, 2011 ; Eames et al., 2007 ; Grogan et
Yucha, 1999 ; Johanson et al., 2013 ; Schaefer et Summers, 2005 ; Summers,
Ketcham et Rowe, 2004).

Le type de minéralisation et sa localisation étaient similaires chez tous les
chondrichthyens, avec la minéralisation aréolaire présente dans les centra des
¢lasmobranches, et la minéralisation tesserale sur les autres éléments
endosquelettiques (Kemp et Westrin, 1979). Chez les raies, les patrons de
distribution de la minéralisation étaient similaires entre les synarcuum de 4.
radiata et cinq espéces actuelles (Okamejei kenojei, Amblyraja radiata, Leucoraja
erinacea, Leucoraja naevus and Malacoraja senta) dont la minéralisation a été
décrite par Claeson (2011). Cependant, les directions étaient différentes. Les
raisons pour ces différences sont difficiles a identifier, car toutes les espéces sont
de la méme famille (Rajidae), et A. radiata figurait parmis les espéces étudiées
par Claeson (2011). Une différence dans le procédé de coloration, dans 1’état
(stade, longueur, provenance) ou le nombre de spécimens pourrait étre a 1’origine

de celle-ci.

Schaefer et Summers (2005) remarquérent que différents patrons de distribution

étaient présents sur les radiaux des nageoires pectorales chez différentes familles
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de raies, et que ceux-ci étaient associés a leur mode de nage (oscillatoire,
ondulatoire). Le patron de distribution observé chez les radiaux de 4. radiata

correspondait a celui observé chez les Rajidae.

Cependant, les patrons de distribution de tesserae n’étaient pas toujours faciles a
catégoriser, et certains semblaient représenter des états intermédiaires ; ¢’est peut-
étre la raison pour laquelle Schaefer et Summers (2004) suggérérent qu’un patron
de distribution caténée, soit la distribution de tesserae en chaines le long
d’¢léments endosquelettiques (et celle observée chez les nageoires paires de 4.
radiata) représentait le précurseur ontogénétique de la distribution crustale, qui
est le recouvrement complet d’un ¢élément endosquelettique par des tesseres. Ceci
n’a pu étre validé chez A4. radiata, car la minéralisation chez un spécimen adulte
n’a pas été performée. Une autre hypothése de Schaefer et Summers (2004) était
que la progression de la minéralisation suit une direction proximo-distale, puisque
les jeunes stades qu’ils ont observés démontraient de la minéralisation seulement
sur les radiaux proximaux. Cette hypothése a été confirmée chez 4. radiata, chez

qui la minéralistion des nageoires paires suit une direction proximo-distale.

L’ordre de minéralisation observé chez A. radiata semble généralement similaire
a ceux observés chez les autres chondrichthyens, excepté pour la minéralisation
comparativement hative des arcs branchiaux chez S. acanthias (Benzer, 1944) et
des machoires chez S. acanthias observé par Yucha (1998). En général, les centra
se minéralisent en premier chez les requins, similairement a ce qui a été observé
chez A. radiata. Les directions de minéralisation inférrées des études de Summers
et al. (2004) sur H. franscisi, de Eames et al. (2007) sur C. ventriosum, soit une
direction postéro-antérieure pour le chondrocrane et bidirectionnelle pour la
colonne vertébrale sont similaires a celles observées chez la 4. radiata. Pour ce
qui est des patrons de distribution des tesséres, les requins ont tous un patron

crustal (Schaefer et Summers, 2005).
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Les contraintes phylogénétiques sont difficiles a décrire puisqu’une seule autre
¢tude, celle de Mabee et al. (2002), regarde les directions de minéralisation
présentes chez les poissons. Il est intéressant de noter que I’ordre et les directions
de minéralisation sont similaires entre les especes vivipares (S. acanthias, C.
fabricii, T. torpedo, D. americana, R. lentiginosus) et ovipares (C. ventriosum, H.
franscisi, A. radiata, M. senta, R. texana), méme si I’environnement dans lequel
les embryons se développent est différent (oothéque vs utérus de la femelle). Cette
similarité pourrait provenir d’une contrainte phylogénétique, mais les données

sont trop limitées pour confirmer ceci.

Ces patrons de minéralisation similaires pourraient aussi étre la conséquence de
contraintes mécaniques semblables. La minéralisation chez les chondrichthyens
est induite par des stress mécaniques produit par les mouvements (Dingerkus,
Séret et Guilbert, 1991 ; Grogan et Yucha, 1999 ; Summers, 2000). Les premiers
¢léments a se minéraliser chez les embryons d’especes ovipares sont les centra et
¢léments vertébraux ; ceci est conforme au mouvement observé chez les
embryons a I’intérieur de 1’oothéque, qui vont onduler leur queue afin
d’augmenter la circulation d’eau nouvelle et oxygénée a I’intérieur de 1’oothéque
(Kempster, Hart et Collin, 2013 ; Leonard, Summers et Koob, 1999 ; Luer ef al.,
2007 ; Maxwell, Frobisch et Heppleston, 2008 ; Mellinger, Wrisez et Alluchon-
Gerard, 1986 ; Rodda et Seymour, 2008 ; Wyffels, 2009).

Nos résultats démontrent aussi que le nombre d’éléments minéralisés est
beaucoup plus élevé chez les spécimens juvéniles que chez les embryons. Ceci est
conforme aussi a ce qu’une plus grande mobilité — la nage active — performée par
les juvéniles, représente une contrainte fonctionnelle plus élevée sur
I’endosquelette, qui elle génére une augmentation de la minéralisation des

¢léments endosquelettiques. Une différence entre les patrons de distribution de
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minéralisation liée au mode de nage a aussi été observée par Schaefer et Summers
(2005) sur les nageoires pectorales des raies. Ainsi, la nage (ou la contrainte
fonctionnel engendré par celle-ci) pourrait aussi expliquer les différences dans le
patron de distribution des tesseres entre les lobes antérieurs et postérieurs des
nageoires pelviennes chez 4. radiata. En effet, les membres de la famille des
Rajidae, incluant 4. radiata, sont reconnus pour se déplacer sur les fonds marins
en avangant, a tour de rdle, leurs nageoires pelviennes ; le lobe antérieur de la
nageoire est propulsé vers I’avant, tandis que le lobe postérieur n’est impliqué
dans aucun mouvement actif (Holst et Bone, 1993 ; Koester et Spirito, 2003b ;
Lucifora et Vassallo, 2002 ; Macesic et Kajiura, 2010). Le premier et second
radiaux du lobe antérieur étaient couverts d’un patron crustal, tandis que le reste
des radiaux démontrait des tesserae seulement sur leurs surfaces antérieure et
postérieure. Ceci est différent des patrons observés sur le lobe postérieur de la
nageoire, ou les tesserae étaient moins nombreuses et distribués sur les surfaces
dorsale et ventrale seulement. Ces différences sont probablement liées a la
différence des contraintes mécaniques placées sur les deux lobes. Finalement,
Yucha (1998) avait aussi suggéré que la présence de minéralisation sur les
machoires d’un embryon de S. acanthias était liée au mouvement de celles-ci ; un
stress mécanique pourrait aussi étre a I’origine de la minéralisation hative
observée par Summers ef al. (2004) sur les machoires d’un embryon de H.
francisci, puisqu’une ventilation active oro-pharyngienne est observée lorsqu’il

n’y plus assez de place dans 1’oothéque pour bouger la queue.

Ainsi, notre hypothése de similitude dans les caractéristiques de minéralisation
chez les chondrichthyens est supportée en général, malgré la présence de
variabilité au niveau du synarcuum et des arcs branchiaux. Ces résultats peuvent
représenter des conditions plésiomorphes pour les chondrichthyens actuels,
quoique les contraintes phylogénétiques et mécaniques n’ont pas été vérifées. Si

les conditions observées chez les chondrichthyens sont comparées a celles des
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actinoptérygiens actuels, et des ordres et directions d’ossification similaires
observées, ceux-ci pourront étre suggérées comme plésiomorphes chez les espéces
actuelles. Cependant, ces conditions pourraient, elles aussi, étre due a des
contraintes mécaniques plutot que phylogénétiques, mais le manque d’information

nous empéche de vérifier ceci.

Ordre et directions de minéralisation similaires entre chondrichthyens et

actinoptérygiens

La deuxiéme hypothese est liée a la section précédente, afin de vérifier si des
tendances générales dans 1’ordre et la direction de 1’ossificatiorvminéralisation des
especes actuelles d’actinoptérygiens et des chondrichthyens pouvaient étre
¢tablies. L’¢tude de Mabee et al. (2002) décrivait les directions de développement
seulement pour les nageoires médianes des actinoptérygiens ; les ordres et
directions d’ossification ont été compilées pour le restant de leur squelette. Bien
qu’il existe une grande variabilité dans celles-ci, le neurocrane, la colonne
vertébrale et la nageoire caudale sont les systemes morphologiques qui s’ossifient
en premier, et les nageoires paires s’ossifient suivant une direction proximo-

distale.

Notre hypothése s’avere donc fausse, et la présence d’un ordre de minéralisation
et d’une direction de minéralisation similaire entre ces deux groupes peut étre
expliqué. La minéralisation tesserale et I’ossification sont des processus
différents, utilisés afin de renforcir I’endosquelette ; cependant, la composante
génétique de la minéralisation chez les chondrichthyens, ainsi qu’analysée chez C.
milii, possede les mémes genes que ceux présents chez les actinoptérygiens, a
I’exception d’une seule famille de génes, les génes SCPP (Ryll et al., 2014 ;
Venkatesh et al., 2014). Donc, ces processus peuvent étre quand méme compargs,

surtout qu’un lien existe entre le stress mécanique et I’ossification chez les
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actinoptérygiens (Fiaz et al., 2012 ; Griinbaum, Cloutier et Vincent, 2012) et la
formation de tesserae chez les chondrichthyens (Dingerkus, Séret et Guilbert,
1991 ; Grogan et Yucha, 1999 ; Summers, 2000). Les premiers stress mécaniques
infligés au squelette au cours du développement d’un poisson sont générés par le
mouvement des machoires afin de se nourrir et respirer, des arcs branchiaux pour
respirer et de la colonne vertébrale pour se déplacer, ce qui favorise la
minéralisation des éléments associés a ces fonctions (Cubbage and Mabee, 1996 ;
Fiaz et al., 2012 ; Yucha, 1998). Ceci est en accord avec 1’ordre et le patron
d’ossification ou de minéralisation observés comme tendances générales. Ainsi,

une contrainte mécanique pourrait expliquer ces tendances.

5.3 Portée de I’étude

L’ensemble des chapitres de cette étude représente une des études les plus
détaillées de la progression de la chondrification et de la minéralisation chez des
chondrichthyens. Il est a noter que les études de Grogan et al. (1999) et Gillis et
al. (2009) sur la progression de la chondrification et celles de Yucha (1998),
Eames et al. (2007) et Claeson (2011) sur la progression de la minéralisation sont
aussi importantes, bien que moins exhaustives que la présente. Seule I’¢tude de
Grogan et al.(1999) décrit la progression de la chondrification chez C. milii et se
concentre sur la formation du chondrocrane ; la présente étude est la seule a
décrire la progression de la chondrification dans la région post-cranienne chez un
holocéphale. Seulement deux autre études portent sur la minéralisation du
squelette des raies : Claeson (2011) décrit la progression de la minéralisation du

synarcuum, et Schaefer et Summers (2005) celle des nageoires pectorales.

Deux autres études portent sur la progression de la minéralisation de
I’endosquelette des requins (Benzer, 1944 ; Eames et al., 2007) ; cependant, leur

description de cette progression demeure générale. Ainsi, ceci constitue la
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premiére étude décrivant en détail le progrés de minéralisation sur I’endosquelette
complet d’un élasmobranche. Bien que I’objectif général de cette these soit
descriptif, les données obtenues ont contribuées significativement a répondre a
des questions sur I’évolution des gnathostomes, concernant I’apparition des
nageoires pelviennes, la régionalisation de 1’axe vertébral et les processus de

minéralisation du squelette.

La grande majorité des études mentionnant les nageoires paires comme
homologues sériés portent, en fait, sur I’évolution de la morphologie des membres
des tétrapodes (Bininda-Emonds et al., 2007 ; Shubin, Tabin et Carroll, 1997).
Cette notion d’homologie des nageoires paires a surtout été considérée comme un
fait accompli, supporté par les nombreuses études moléculaires démontrant les
similarités d’expressions géniques entre les nageoires paires (Wagner, 2014). Fait
intéressant, bien que ces études moléculaires aient utilisé les nageoires paires des
chondrichthyens (Dahn et al., 2007 ; Freitas, Zhang et Cohn, 2006 ; Freitas,
Zhang et Cohn, 2007 ; Gillis et al., 2011), aucune étude sur leur morphologie
n’est venu corroborer ce fait, la morphologie de leurs nageoires paires étant jugée

trop différentes (Wagner et Larsson, 2007).

L’utilisation d’une série développementale morphologique provenant d’une
espece de chondrichthyen pour valider la notion d’homologie sériée entre
nageoires paires est donc cohérente avec les études moléculaires. Cette étude a
aussi suggéré la présence de modules (morphologiques, dévelopementaux) des
nageoires paires ainsi qu’observés au niveau des membres pairs des tétrapodes
(Young et Hallgrimsson, 2005). Ceci apporte des preuves morphologiques, qui, en
complément des études moléculaires, apportent un appui majeur a la théorie de
I’origine des nageoires pelviennes par un processus de duplication des nageoires

pectorales.
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Récemment, des études se sont intéressées a la partie occipitale du chondrocrane
des gnathostomes (Bemis et Forey, 2001 ; Britz et Johnson, 2010 ; Johanson, Carr
et Ritchie, 2010), et ont déploré¢ le manque d’informations ontogénétiques
disponibles pour les chondrichthyens, et suggéreérent que des études
ontogénétiques devraient étre entreprises chez ce groupe. Ceci constitue la
premiére étude décrivant en détail la formation de la région occipitale du
chondrocrane chez la chimére. Bien qu’aucun élément vertébral ne semble avoir
été incorporé dans la région occipitale, de 1égeres protubérances ont été observées
sur la surface dorsale de la notochorde et la possibilité que celles-ci représentent
des basidorsaux restera a confirmer dans le futur, surtout que Johanson et al.
(2015) aient démontré la présence d’éléments vertébraux en phase pré-

cartilagineuse dans cette région.

Johanson et al. (2010) mentionnérent que, malgré le fait qu’elles provenaient de
somites consécutives considérées comme homologues, la région occipitale et le
synarcuum des chondrichthyens n’étaient pas similaires. Cependant, cet énoncé de
non-similarité était basé sur I’information limitée présentée par Bemis et Forey
(2001). De plus, il était quand méme possible que ces deux régions se ressemblent
avant la formation du synarcuum ; cette étude est la premicre a comparer la mise
en place des ¢léments cartilagineux dans chacune de ces régions, et confirme ainsi

I’énoncé de Johanson et al. (2010).

Afin de palier a la paucité d’information mentionnée sur ces deux régions, nous
avons compilés depuis la littérature, le nombre de foramina présent dans la partie
occipitale des chondrichthyens, proxy aussi utilisé par Bemis et Forey (2001) mais
décrié par Britz et Johnson (2010) et le nombre de foramina présent chez les
synarcuum de raies. Bien qu’utilis¢ seulement a titre indicatif, le nombre de
foramina est souvent la seule information disponible présente dans la litérature.

Ceci représente la premiére compilation de 1’information des régions occipitales et
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post-occipitales chez les chondrichthyens, placée dans un contexte phylogénétique
afin de mieux comprendre leur patron évolutif. Finalement, cette étude a permis
de clarifier que le synarcua de raie n’est pas homologue a celui de la chimeére basé

sur des preuves ontogénétiques.

Peu d’études ont caractérisé les tesserae ainsi que leur formation (Dean, Chiou et
Summers, 2005 ; Dean et Summers, 2006 ; Kemp et Westrin, 1979 ; Orvig, 1951)
en utilisant différents stades ontogénétiques (Dean ef al., 2009 ; Summers,
Ketcham et Rowe, 2004 ; Yucha, 1998). Cependant, les études décrivant la
progression de la minéralisation chez les chondrichthyens concernent des
systémes morphologiques spécifiques, tel le synarcuum (Claeson, 2011) et les
nageoires paires (Schaefer et Summers, 2005), ou généraux (Benzer, 1944 ;

Eames et al., 2007).

Pour la premiére fois, la progression de la minéralisation a été caractérisée en

b
détail pour I’endosquelette complet d’un chondrichthyen. Ceci a permis, pour la
premicre fois, d’établir ou de confirmer des tendances générales dans la
progression de minéralisation chez les chondrichthyens et les actinoptérygiens, ce
qui a mis en évidence I’importance des contraintes mécaniques dans les processus
d’ossification des actinoptérygiens et de la minéralisation chez les

chondrichthyens.

Cette étude permet donc de mieux comprendre comment des informations prises a
partir d’espéces actuelles de chondrichthyens permettent de mieux comprendre

I’évolution de la squelettogénése chez les gnathostomes actuels.
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5.4 Limitations de I’étude

5.4.1 Conditions inférées a partir d’un nombre d’espéces limitées

Depuis quelques années, il existe une tendance en biologie évolutive du
développement, surtout au niveau des études moléculaires, de choisir une espéce
de chondrichthyen actuelle et de I’utiliser afin d’inférer des conditions
plésiomorphes (Coolen, Menuet et Mazan, 2009 ; Coolen et al., 2007 ; Venkatesh
et al., 2007). Un excellent exemple est C. milii, utilisée dans notre étude. Les
¢tudes moléculaires démontrent que C. milii semble posséder davantage de génes
dits ancestraux et un taux d’évolution plus lent comparativement aux autres
vertébrés (Renz, Meyer et Kuraku, 2013 ; Venkatesh et al., 2014). Cependant,
cela n’implique pas nécessairement que les conditions observées chez C. milii
sont ancestrales, mais simplement qu’il y a plus de chance que leur condition soit
moins dérivée que celle observée chez une espece au taux d’évolution plus rapide,
comme par exemple le poisson téléostéen Danio rerio (Coates, 2003 ; Ravi et
Venkatesh, 2008). Les conditions observées chez C. milii pourraient, en fait, étre
dérivées comparativement aux autres chondrichthyens, ainsi qu’observé pour la
condition operculaire des chimeres. Celle-ci a été suggéré comme représentant la
condition plésiomorphe, alors qu’en fait elle est dérivée comparée aux arcs

branchiaux des élasmobranches (Gillis et al., 2011).

Idéalement, les conditions présentes chez les especes fossiles devraient aussi étre
intégrées dans les arbres phylogénétiques afin d’établir une condition ancestrale
propre aux chondrichthyens; cependant, deux probleémes sont liés a cette
démarche. Premic¢rement, les relations phylogénétiques entre les chondrichthyens
actuels et fossiles sont non-résolues, rendant complexe 1’identification de taxa
basaux (Grogan et Lund, 2004 ; Pradel, Tafforeau et Janvier, 2010). De plus, la

détermination de la progression de la chondrification et de la minéralisation des
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especes fossiles nécessiteraient 1’utilisation de séries de taille (équivalantes aux
séries de croissance chez les especes actuelles) ; jusqu’a présent, aucune série
adéquate n’a pu étre reconstituée pour les chondrichthyens, due entre-autre a la
fragilité du squelette des jeunes spécimens et leur probléme de fossilisation
(Cloutier, 2010). Le deuxiéme probléme est qu’il est difficile d’inférer des
conditions générales a partir de données sur une seule espece, car ces conditions

pourraient étre spécifiques a celle-ci.

Nous avons pallié a ces deux problémes en comparant les données obtenues pour
C. milii et A. radiata a d’autres especes. Nous avons compilé 1’information
disponible relatant la progression de la chondrification et de la minéralisation chez
un maximum d’espéces de chondrichthyens. Dans I’ensemble, ces progressions
n’étaient pas stipulées et ont été inférées a partir de I’analyse des résultats
provenant des différentes études publiées. Nous avons aussi coloré et analysé la
minéralisation chez une autre espece de raie du St-Laurent, la raie lisse
(Malacoraja senta) et d’un requin, 1’aiguillat noir (Centroscyllium fabricii). Ces
résultats préliminaires ont démontré que le type, I’ordre, les directions de
progression et les patrons de distribution de minéralisation étaient similaires a
ceux observés chez A. radiata. Ces comparaisons ont servi a mieux comprendre si
les progressions de chondrification et de minéralisation étaient similaires entre
especes de chondrichthyens actuels, et a quel point les conditions observées sur

nos deux especes étaient communes a I’ensemble des chondrichthyens actuels.

5.4.2 Problémes liés a la condition et au nombre de spécimens

Les spécimens de C. milii analysés au cours de cette étude proviennent d’une

collection muséale (Académie des Sciences Naturelles de I’Université Drexell,
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Philadelphie, E.-U.) étant donné que les spécimens de chiméres sont trés difficile
a obtenir. Ces spécimens ont été colorés il y a plus de dix ans, et certains sont
endommagés. La qualité de la coloration du cartilage entre les spécimens n’était
pas constante ; certains spécimens démontraient une coloration trés pale ou
diffuse, ce qui rendait I’identification des ¢léments difficile. Ainsi, notre analyse
des ¢léments endosquelettiques et la progression de chondrification sont
intimement liées a la condition de ces spécimens. Ceci dit, la majorité de ces
spécimens sont considérés comme démontrant un trés bon état de préservation.
Une des raisons qui pourrait expliquer les différences dans le degré de coloration
entre les spécimens est qu’il se peut que la coloration performée originalement
n’était pas optimale, car selon le protocole utilisé, I’intensité de la coloration peut
varier. De plus, I’exposition a la lumiére des spécimens peut aussi jouer un role ;
en effet, les spécimens colorés exposés aux rayons UV vont avoir une tendance a
devenir plus pales (R. Cloutier, comm. pers.). Cependant, certaines é¢vidences
portent a croire que cette décoloration n’a pas affecté de fagon critique les
spécimens de C. milli utilisés, puisque ceux-ci sont gardés au musée dans des
conditions trés sombres. De plus, la condition actuelle de certains spécimens
(ANSP 174656, 174665, 174696, 174688) semble identique a celle présentes il y

a 15 ans, ainsi qu’observé dans 1’étude de Grogan et al. (1999).

Une autre difficulté liée au protocole de coloration utilisée dans notre étude
(Dingerkus et Uhler, 1977) est la décalcification de jeunes spécimens par la
solution acide du bleue Alcian (Redfern, Wise et Spence, 2007). Ce protocole a
été utilisé afin de colorer les chimeres, et pourrait étre une raison expliquant
I’absence de minéralisation chez C. milii ; cependant une différence entre la
texture des tissus cartilagineux et minéralisés auraient quand méme été observée,
ce qui n’est pas le cas. Pour ce qui est de la coloration des spécimens de 4.
radiata 1a méthode de Dingerkus et Uhler (1977) a quand méme été utilisée, et ce,

a cause de la trés grande qualité et netteté des résultats, comparé a celle résultant
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du protocole “’acid free’” de Redfern et al. (2007). Nous avons traité tous les
spécimens de A. radiata suivant le méme protocole et les mémes procédures, afin
de standardiser les résultats. De plus, a titre comparatif, nous avons aussi colorés
une autre espece du St-Laurent, la raie lisse (Malacoraja senta), en utilisant le

méme protocole ; les résultats étaient similaires a ceux obtenus pour 4. radiata.

Bien que le nombre de spécimens analysés au cours de cette étude dépasse celui
utilisé au cours des études précédentes (dans le contexte de progression de la
chondrification et de la minéralisation chez un chondrichthyen), il est nettement
inférieur a celui observé chez le méme genre d’étude performée chez les
actinoptérygiens (Cubbage et Mabee, 1996 ; Griinbaum, Cloutier et Vincent,
2012). La raison expliquant cette différence dans le cas de C. milii concerne la
difficulté d’acces aux spécimens, et pour A. radiata, I’ampleur de 1’analyse

performée sur chaque spécimen.

5.4.3 Problémes liés a ’utilisation d’un proxy de maturité

L’utilisation d’un proxy afin d’établir une séquence ontogénétique comporte des
problémes spécifiques au proxy utilisé ; les stades de développement démontrent
une variation dans le degré de maturité inter-individuelle (Werneburg, 2009)
tandis que les proxys de taille peuvent varier de fagon intra-individuelle (Adriaens
et Verraes, 2002) ; chez les actinoptérygiens, la longueur (totale ou standard) des
spécimens est généralement plus étroitement corrélée au stade de développement
du squelette (Crotwell et Mabee, 2007) et le nombre de jour apres fertilization ou

¢éclosion offre une échelle temporelle (Cloutier et al., 2011).

Chez les chondrichthyens, des stades de développement standardisés sont

traditionnellement utilisés pour les embryons (Ballard, Mellinger et Lechenault,
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1993 ; Didier, Leclair et Vanbuskirk, 1998 ; Maxwell, Frobisch et Heppleston,
2008), quoique certaines études organisent les spécimens (embryons et juvéniles)
en ordre croissant de longueur (Eames ef al., 2007) afin d’établir une série de
croissance. Idéalement, la méthode LS5y devrait étre utilisée pour établir celle-ci
afin de minimiser la variation développementale. Cette méthode consiste a établir
une régression logistique afin de déterminer a quelle longueur 50% des spécimens
possédent une structure donnée, et ces longueurs sont utilisées afin d’ordonner les
spécimens (Fischer-Rousseau, Cloutier et Zelditch, 2009 ; Griinbaum, Cloutier et
Vincent, 2012). Cependant, 1’utilisation de cette méthode demande un grand
nombre de spécimens pour de meilleurs résultats, ce qui n’était pas possible pour
la présente étude. Les spécimens de C. milii avait déja été assignés a des stades
développementaux, et si une variation était observée a I’intérieur d’un méme
stade, elle était mentionnée. Les spécimens de A. radiata comportaient a la fois
des juvéniles et des embryons qui avaient terminé leur chondrification. Afin
d’évaluer le meilleur proxy pour les ordonner en séries de croissance, le nombre
d’événements de minéralisation par spécimen a été corrélé avec la longueur totale
et la largeur du spécimen. La largeur du spécimen était le meilleur proxy pour
ordonner les spécimens, ainsi que mentionné par Dean et al. (2009), et cette
méthode a été utilisée pour les juvéniles et les embryons (plutot que les stades

développementaux) afin de standardiser les résultats.
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5.5  Perspectives

5.5.1 La minéralisation chez les espéces actuelles et fossiles de
chondrichthyens

Cette étude a démontré I’utilité des informations sur la progression de la
chondrification et de la minéralisation provenant d’une série ontogénétique de
deux espéces de chondrichthyens (C. milii, A. radiata). Cette étude a aussi mis en
évidence le peu d’information disponible sur les types de minéralisation présents
chez les chondrichthyens. Bien que la majorité des études n’identifie que deux
types de minéralisation (tesserale, aréolaire), il semble exister au moins un autre
type, dit “’continu’’, présent chez les chimeéres, sur lequel il n’existe aucune
information. La minéralisation tesserale est le type qui a regu le plus d’attention
jusqu’a présent, et malgré ceci, son ontogénie et sa trajectoire évolutive (entre
autre) restent inconnues. Finalement, la majorité des études concernant la
composition et la formation de la minéralisation aréolaire datent du début du
vingtieme siecle. Puisque les chondrichthyens occupent une place importante dans
la polarisation des caracteres et la compréhension de leur trajectoire évolutive, ce
manque de connaissance au sujet d’un processus aussi important que la
minéralisation de leur endosquelette est non seulement surprenante mais aussi

indésirable.

Les especes fossiles d’élasmobranches démontrent aussi une minéralisation
tesserale et aréolaire, mais peu d’études se sont penchés sur leur caractérisation ;
de plus, il semble avoir d’autre patrons de minéralisation chez les especes fossiles
qui ne sont pas observés chez les especes actuelles (Lund et Grogan, 1997a, b ;
Maisey, 2013). Aussi, la minéralisation globulaire, présente a I’intérieur des
tesserae, est aussi présente chez d’autres groupes de vertébrés fossiles (Drvig,
1951). Il est donc fort possible que les tesserae soient le résultat d’interactions

entre la minéralisation globulaire (plus ancienne phylogénétiquement) et une
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minéralisation formé par le périchondre fibreux, qui elle est plus récente (Yucha,

1998).

La minéralisation chez les especes de chiméres actuelles semble réduite
comparativement aux autres chondrichthyens et aux espéces de chiméres fossiles,
qui démontrent un endosquelette fortement minéralis¢ (Lund, 1977 ; Lund et
Grogan, 1997a ; Stahl, 1967). Cependant, il est incertain si le type de
minéralisation observé chez les espeéces de chiméres actuelles est le méme que
celui observé chez les especes de chimeéres fossiles. La comparaison entre les
types de minéralisation (tesserale, aréolaire) présents chez les élasmobranches et
ceux présents chez les chiméres est d’autant plus intéressante car ces deux
groupes sont séparés depuis plus de 300 millions d’années (Grogan et Lund, 2004
; Pradel et al., 2011). De plus, la seule étude concernant la minéralisation chez les
chondrichthyens fossiles (Maisey, 2013) se concentre sur la minéralisation
tesserale, synapomorphie des chondrichthyens, méme si elle ne semble pas étre

présente chez les espéces d’holocéphales actuelles.

5.5.2 Avenues de recherche sur la minéralisation des chondrichthyens

Cette étude a apporté plusieurs nouvelles informations sur le développement de
I’endosquelette de deux espéces de chondrichthyen actuels ; il est cependant
nécéssaires d’¢largir les connaissances sur les différentes types de minéralisations
sur d’autres especes actuelles mais aussi fossiles afin de mieux comprendre 1’
évolution de ces types. Les futures avenues de recherches qui seraient pertinentes
a étudier incluent : 1) la caractérisation morphologique de tous les types de
minéralisation présents chez les espéces de chondrichthyens (actuelles et fossiles),
2) les transformations évolutives de ces types a travers le temps, en incluant des

especes fossiles (chondrichthyens et groupes externes), 3) la comparaison de la
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morphologie et de la quantité de minéralisation présente pour un ensemble
d’especes provenant d’environnements différents (ex. eau profonde) ou ayant des
comportements différents. Certaines analyses pourraient contribuer de
I’information nouvelle, telle une comparaison entre 1’histologie et la chimie des
différents types de minéralisation présents chez les especes actuelles et fossiles ;
I’étude de I’évolution des types de minéralisation dans un contexte
phylogénétique ; et la vérification si les variations observées entre les différents

taxa sont cohérentes selon des contraintes phylogénétiques et/ ou fonctionnelles.

Etudes moléculaires sur la minéralisation des chondrichthyens

Un autre point d’intérét serait de vérifier si les mémes geénes sont exprimés dans la
formation des différents types de minéralisation (aréolaire, tesserale, continue).
Une analyse moléculaire révele que les génes associés a 1’ossification des
ostéichthyens sont aussi présents, en partie, chez C. milii (Venkatesh et al., 2014).
L’expression génique chez une espece d’¢lasmobranche devrait aussi étre
performée, a titre comparatif, vu les différences présentes entre les différents
types de minéralisation chez les chondrichthyens, et la présence réduite de la
minéralisation chez C. milii. Ainsi, ceci pourrait indiquer si I’expression des geénes
observés chez C. milii est liée a la minéralisation présente chez les chimeéres ou

communes aux chondrichthyens.

5.5.3 Conclusion : vers une synthese intégrative du développement des
chondrichthyens

Une vision intégrative du développement se doit d’intégrer des données

morphologiques, moléculaires et paléontologiques afin d’obtenir une vision plus



241

compléte et homogene du développement squelettique (minéralisation) des
chondrichthyens, ainsi que de son évolution. Les études proposées plus haut sont
dirigées en ce sens. L’ensemble de ces données (progression de la chondrification,
minéralisation) permettrait 1’élaboration d’une synthése intégrant I’information
morphologique endosquelettique aux stades développementaux externes, afin de
mieux comprendre toutes les facettes du développement morphologique.
L’analyse d’especes fossiles et actuelles permettrait une meilleure description des
différents types de minéralisation présentes chez les chondrichthyens et une
meilleure compréhension de I’évolution des tissues minéralisés chez les

gnathostomes.
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ANNEXE

Chapter 1V Supplementary information:

Appendix 4.1. Supplementary information on the order of ossification of
morphological systems in actinopterygians: species, family and bibliographic

source.

Ossification of cranial elements before vertebral column:

Centropomus undecimalis, Centropomidae (Potthoff et Tellock, 1993);
Oreochromis mossambicus, Cichlidae (Lau et Shafland, 1982); Danio rerio,
Cyprinidae (Bensimon-Brito ef al., 2012 ; Bird et Mabee, 2003 ; Cubbage et
Mabee, 1996); Cyprinus carpio, Cyprinidae (Itazawa, 1963); Anisotremus
davidsonii and Xenistius californiensis, Haemulidae (Watson et Walker, 1992);
Salvelinus fontinalis, Salmonidae (Fischer-Rousseau, Cloutier et Zelditch, 2009);
Epinephelus septemfasciatus, Serranidae (Nagano et al., 2007); Inimicus

Jjaponicus, Synanceiidae (Imamura et Yabe, 1998).

The cranial and vertebral elements ossify simultaneously:

Belone belone, Belonidae (Kuzir et al., 2009); Sardinops melanosticus, Clupeidae
(Matsuoka, 1997); Normanichthys crockeri, Normanichthyidae (Velez et al.,
2003).

The centra of the vertebral column mineralizes before the cranium:

Seriola dumerili Carangidae (Liu, 2001).

In branchial arches, ceratobranchials ossify first:

Enchelyurus brunneolus, Blennidae (Watson, 1987); Centropomus undecimalis,
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Centropomidae (Potthoff et Tellock, 1993); Sardinops melanosticus, Clupeidae
(Matsuoka, 1997); Danio rerio, Cyprinidae (Cubbage et Mabee, 1996);
Anisotremus davidsonii, Haemulinae (Watson et Walker, 1992); Lutjanidae
Lutjanus campechanus (Potthoff, Kelley et Collins, 1988); Sparus aurata,
Sparidae (Faustino et Power, 2001).

In the vertebral column, the centra, neural and heamal arches ossify
simultaneously:
Carangidae Seriola dumerili (Liu, 2001); Lutjanus campechanus, Lutjanidae

(Potthoft, Kelley et Collins, 1988); Pagrus pagrus, Sparidae (Roo et al., 2010).

The centra ossify before neural and heamal arches:

Cyprinus carpio, Cyprinidae (Itazawa, 1963) ; Danio rerio, Cyprinidae (Bensimon-
Brito et al., 2012); Xenistius californiensis, Haemulidae; Anisotremus davidsonii,
Haemulidae (Watson et Walker, 1992); Lates calcarifer, Latidae (Fraser, Anderson
et de Nys, 2004); Normanichthys crockeri, Normanichthyidae (Velez et al., 2003).

The centra ossify after the neural and heamal arches:

Belone belone, Belonidae (Kuzir et al., 2009); Oreochromis mossambicus,
Cichlidae (Campinho, Moutou et Power, 2004); Sardinops melanosticus,
Clupeidae (Matsuoka, 1997); Hippoglossus hippoglossus, Pleuronectidae (Lewis et
Lall, 2006); Scophthalmus maximus, Scophthalmidae (Tong et al., 2012); Dentex
dentex, Sparidae (Koumoudouros, Divanach et Kentouri, 2001); Diplodus sargus,
Sparidae (Koumoudouros et al., 2001); Pagellus erythrinus, Sparidae (Sfakianakis
et al., 2004).
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The centra and neural arches ossify first simultaneously, followed by the
heamal arches:

Centropomus undecimalis Centropomidae (Potthoff et Tellock, 1993); Channa
argus, Channidae (Itazawa, 1963); Lutjanus campechanus, Lutjanidae (Potthoff,
Kelley et Collins, 1988); Epinephelus septemfasciatus, Serranidae (Nagano et al.,

2007); Inimicus japonicus, Synanceiidae (Imamura et Yabe, 1998).

Centra ring-shaped calcification:
Sardinops melanosticus, Clupeidae (Matsuoka, 1997); Istiophoridae (Potthoff et
al., 1986); Trichiurus sp., Trichiuridae (Potthoff et al., 1986).

Centra saddle-shaped calcification:

Enchelyurus brunneolus, Blennidae (Watson, 1987); Gempylidae (Potthoff, Kelley
et Javechi, 1986); Anisotremus davidsonii, Haemulidae (Watson et Walker, 1992);
Lutjanus campechanus, Lutjanidae (Potthoff, Kelley et Collins, 1988); Scomber
Jjaponicus, Scomberomorus sp., Sarda sarda, Thunnus spp., Scombridae (Potthoff
et al., 1986); Scombrolabrax heterolepis, Scombrolabracidae (Potthoff, Kelley et
Javechi, 1986); Scophthalmus maximus, Scophthalmidae (Tong et al., 2012);
Sparus aurata, Sparidae (Faustino et Power, 1998); Clupeiformes (Richards, Miller
et Houde, 1974); Salmoniformes (Potthoff, Kelley et Collins, 1988).

Proximo-distal ossification of neural and heamal arches:

Enchelyurus brunneolus, Blenniidae (Watson, 1987); Coryphaena hippurus,
Coryphaenidae (Potthoff, 1980); Engraulis japonicus, Engraulidae (Balart, 1995);
Anisotremus davidsonii, Haemulidae (Watson et Walker, 1992); Lates calcarifer,
Latidae (Fraser, Anderson et de Nys, 2004); Lutjanus campechanus, Lutjanidae
(Potthoff, Kelley et Collins, 1988); Hippoglossus hippoglossus, Pleuronectidae
(Lewis et Lall, 2006); Microspathodon chrysurus, Pomacentridae (Potthoff et al.,
1987), Scomberomorus maculatus, Scombridae (Potthoff, Kelley et Javechi, 1986);
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Thunnus atlanticus, Scombridae (Potthoff, 1975); Scombrolabrax heterolepis,
Scombrolabracidae (Potthoff, Richards et Ueyanagi, 1980); Scophthalmus
maximus, Scophthalmidae (Tong et al., 2012); Xiphias gladius, Xiphiidae (Potthoff
et Kelley, 1982).

Ossification of neural and heamal arches from the middle to extremities:
Centropomus undecimalis, Centropomidae (Potthoff et Tellock, 1993); Sardinops
melanostictus, Clupeidae (Matsuoka, 1997); Engraulis japonicus, Engraulidae
(Balart, 1995); Scomber japonicus, Sarda sarda, Scombridae (Potthoff, Kelley et
Javechi, 1986); Sparus aurata, Sparidae (Faustino et Power, 1998).

Ossification of neural and heamal arches from their extremities toward the
middle:
Sebastes schlegeli, Sebastidae (Omori, Sugawara et Honda, 1996).

Pectoral and pelvic fins ossify before dorsal and anal fins:

Microspathodon chrysurus, Pomacentridae (Potthoff et al., 1987).

Pectoral fins ossify first, followed by pelvic fins, and then dorsal and anal fins
simultaneously:

Inimicus japonicus, Synanceiidae (Imamura et Yabe, 1998).

Pectoral fins ossify first, followed by dorsal, anal, and pelvic fins:
Anisotremus davidsonii and Xenistius californiensis, Haemulidae (Watson et
Walker, 1992); Dentex dentex, Sparidae (Koumoudouros, Divanach et Kentouri,

2001).
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Pelvic fins ossify first, followed by first dorsal fin and anal fin, second dorsal
fin and pectoral fins:

Centropomus undecimalis, Centropomidae (Potthoff et Tellock, 1993).

Pelvic fins ossify first, followed by the dorsal and pectoral fins
simultaneously, and then the anal fin:

Seriola dumerili, Carangidae (Liu, 2001).

Pelvic fins and dorsal fin ossify first simultaneously, followed by the anal fin
and pectoral fins last:

Lutjanus campechanus Lutjanidae (Potthoff, Kelley et Collins, 1988).

If only paired fins are compared, pectoral and pelvic fins ossify
simultaneously:

Microspathodon chrysurus, Pomacentridae (Potthoff et al., 1987); Scombrolabrax
heterolepis, Scombrolabracidae (Potthoff, Richards et Ueyanagi, 1980).

Pectoral fins ossify before pelvic fins:

Belone belone, Belonidae (Kuzir et al., 2009); Coryphaena hippurus,
Coryphaenidae (Potthoff, 1980); D. rerio, Cyprinidae (Cubbage et Mabee, 1996);
Anisotremus davidsonii, Xenistius californiensis Haemulidae (Watson et Walker,
1992); Dentex dentex (Koumoudouros, Divanach et Kentouri, 2001), Diplodus
sargus (Koumoudouros et al., 2001), Pagellus erythrinus, Sparidae (Sfakianakis

et al., 2004); Inimicus japonicus, Synanceiidae (Imamura et Yabe, 1998).

Pelvic fins ossify before pectoral fins:
Seriola dumerili, Carangidae (Liu, 2001); Sardinops melanosticus, Clupeidae
(Matsuoka, 1997); Engraulis japonicus, Engraulidae (Balart, 1995); Theragra

chalcogramma, Gadidae (Brown, Busby et Mier, 2001); Lutjanus campechanus,
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Lutjanidae (Potthoff, Kelley et Collins, 1988); Scophthalmus maximus,
Scophthalmidae (Tong et al., 2012); Sebastes schlegeli, Sebastidae (Omori,
Sugawara et Honda, 1996).

The dorsal fin ossify first, followed by the pelvic and anal fins simultaneously,
and pectoral fins last:

Sardinops melanosticus, Clupeidae (Matsuoka, 1997).

The dorsal fin ossify first, followed by the anal fin, then the pelvic fins and
finally the pectoral fins:
Scophthalmus maximus, Scophthalmidae (Tong et al., 2012).

Dorsal and anal fins ossify first, followed by the pectoral and pelvic fins:
Belone belone, Belonidae (Kuzir et al., 2009); Diplodus sargus (Koumoudouros

et al., 2001); Pagellus erythrinus, Sparidae (Sfakianakis et al., 2004).

The dorsal and anal fins initiate ossification simultaneously:

Belone belone, Belonidae (Kuzir et al., 2009); Seriola dumerili, Carangidae (Liu,
2001); Coryphaena hippurus, Coryphaenidae (Potthoff, 1980); Danio rerio,
Cyprinidae (Bird et Mabee, 2003); Anisotremus davidsonii, Haemulidae (Watson
et Walker, 1992); Microspathodon chrysurus, Pomacentridae (Potthoff et al.,
1987); Xenistius californiensis, Haemulidae (Watson et Walker, 1992); Inimicus

Jjaponicus, Synanceiidae (Imamura et Yabe, 1998).

The dorsal fin ossify before the anal fin:

Scophthalmus maximus, Scophthalmidae (Tong et al., 2012).
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The first dorsal fin ossify before the second dorsal and anal fins:

Lutjanus campechanus, Lutjanidae (Potthoff, Kelley et Collins, 1988);
Scombrolabrax heterolepis, Scombrolabracidae (Potthoff, Richards et Ueyanagi,
1980).

The first dorsal and anal fins ossify before the second dorsal fin:

Centropomus undecimalis, Centropomidae (Potthoff et Tellock, 1993).

The first and second dorsal fins and the anal fin ossify simultaneously:

Microspathodon chrysurus, Pomacentridae (Potthoff et al., 1987).
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