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I. RESUMEN

En el presente trabajo se estudi6 la estructura histolégica de la génada en embriones
del lacertilio oviparo Sceloporus aeneus desde la oviposiciéon hasta la eclosién con el
objeto de describir la diferenciacién y desarrollo gonadal. Los resultados revelan que al
momento de la oviposicién en el estadio de desarrollo embrionario 30 — 31, la génada
se ubica en la regién ventromedial del mesonefros a cada lado del mesenterio dorsal,
presenta forma ovalada y es indiferenciada. Estd formada por células germinales y
células somdticas que estructuran los cordones sexuales. Durante el estadio 33 se
presenta una marcada regionalizacién de la génada en dos zonas, la medular interna y
la cortical externa. Los primeros signos de diferenciacién gonadal para ambos sexos
ocurren en el estadio 34. En el ovario temprano, aumenta el espesor de la zona cortical
y son evidentes las ovogonias, los ovocitos tempranos y las células somdticas
indiferenciadas. En el testiculo temprano se desarrolla la regién medular, los cordones
sexuales dan lugar a los cordones testiculares estructurados por las células somaticas
pre-Sertoli y por las espermatogonias. Al mismo tiempo se presenta la regresién de la
zona cortical. Mesénquima indiferenciado ocupa el espacio intersticial de la génada
masculina o femenina en diferenciacion. En el ovario durante en estadio 38, da inicio la
toliculogénesis por el contacto de las células foliculares con los ovocitos; no obstante,
ain no estin completamente rodeados; es hasta 42 difas posteclosién cuando se
observan foliculos primordiales constituidos por un ovocito completamente rodeado de
una capa simple de células foliculares cubicas. La médula ha adquirido una
conformacién de estroma con abundantes vasos sanguineos. En el testiculo durante el
estadio 387, las células de Sertoli dentro de los cordones testiculares cambian su forma
irregular a ovalada o esférica, marcando asf su diferenciacién. En el estadio 38, en el
tejido intersticial las células de Leydig derivadas el tejido mesenquimatoso forman
pequenios grupos y son reconocibles. Al momento de la eclosién en el estadio 40, la
tanica albuginea del testiculo se encuentra formada. Por otro lado, los conductos
reproductores de Wolft' y de Miiller coexisten en los embriones de ambos sexos casi
desde la oviposicién y el comienzo de la regresion de uno u otro conducto se presenta
en el estadio 37 tanto en hembras como en machos. El proceso de diferenciacién y
desarrollo a lo largo del desarrollo embrionario en S. aeneus sigue el patrén general

descrito para otras especies de reptiles.



II. INTRODUCCION

La reproduccioén de las especies ocurre a través de varias estrategias y una de ellas es la
reproduccién sexual, que consiste bdsicamente en la produccién de gametos en las
génadas (Salame- Méndez y Villalpando-Fierro, 1998). La recombinacién genética a
través de este tipo de reproduccién requiere que algunos individuos en una poblacién
sean femeninos y otros masculinos, por lo que esta regién anatémica llamada génada
debe diferenciarse en un ovario en el caso de las hembras o en un testiculo cuando se
trata de un macho. La diferenciacién sexual gonadal es un proceso biolégico secuencial
a través del cual se adquieren caracteristicas citolégicas, histolégicas y fisiolégicas
propias de un ovario o un testiculo, éstos a su vez son responsables de las distintas
secreciones hormonales (estrégenos y andrégenos) que actian sobre diversas
estructuras fetales indiferenciadas, produciendo la diferenciacién de los genitales
externos e internos y del cerebro, consolidando asi el sexo fenotipico (Crews, 1994

Jiménez, 2001).

Se sabe en general que la diferenciacién sexual gonadal de los vertebrados puede
deberse a dos mecanismos; en algunas especies ésta depende de la interaccién de
proteinas producidas por diversos genes, mientras que en otras, la informacién
genética parece jugar un papel menos relevante, ya que la tendencia de los individuos
para adquirir determinado sexo gonadal es aparentemente inducida por factores
epigenéticos (factores ambientales) como la temperatura (Bull, 1980; Crews, 2003;

Torres-Maldonado y Merchant-Larios, 2006).

En los embriones de vertebrados, el desarrollo gonadal comienza subsecuentemente al
establecimiento del plan corporal. Este acontecimiento relativamente temprano en el
desarrollo del sexo, es determinante en los eventos que suceden luego y que se
prolongan hasta etapas avanzadas de la vida. La informacién sobre el desarrollo de las
génadas es util para entender su actividad, para comprender el sistema reproductor

adulto, asi como desde el punto de vista filogenético (Austin, 1988).

Los reptiles exhiben diferentes mecanismos de determinacién sexual. En algunas
especies (oviparas y algunas viviparas) la diferenciacién de las génadas es sensible a la
temperatura de incubacién de los huevos durante un periodo critico en el desarrollo

embrionario (determinacién sexual dependiente de temperatura o TSD) (Mrosovsky y



Pieau, 1991; Lance, 1994). En otros reptiles, incluyendo las serpientes, muchas
lagartijas y una minorfa de tortugas, el sexo esta determinado por un gen o genes
llevados en los cromosomas sexuales (determinacién sexual genética GSD o
cromosémica o CSD) (Pieau et al., 1999; Torres-Maldonado y Merchant-Larios, 2006).
Por lo que un importante taxén para el estudio de la determinacién y diferenciacién
sexual en vertebrados son los reptiles, debido a que este proceso muestra multiples
origenes independientes, lo que los hace un grupo ideal para investigar los eventos que

ocurren durante tal transicién (Neaves et al., 2006).

La mayoria de las investigaciones en la determinacién sexual y diferenciaciéon de las
génadas en reptiles se ha centrado en especies oviparas. Esto es en gran parte porque:
la mayorfa de los reptiles son oviparos; los huevos son mds accesibles que los
embriones en los oviductos; ademds, las condiciones de desarrollo embrionarias son
més faciles de manipular en el laboratorio (Neaves et al., 2006). Sin embargo, a pesar
de que existen amplias revisiones de la formacién, diferenciacién y desarrollo gonadal
en reptiles, una descripcién histolégica detallada de este proceso en los diferentes

grupos de lacertilios es limitada.

Al plantearse la cuestiéon de cudndo y dénde se producen los eventos claves de la
diferenciacién sexual gonadal hay que tener en cuenta que las génadas de los
vertebrados estan compuestas por las células germinales (que dardn lugar a los
gametos) y por varios tipos de células somdticas: las células de soporte (células de
Sertoli en machos y células foliculares o granulosas en hembras), las células del
estroma o intersticiales muchas de las cuales dardn lugar a las células esteroidogénicas
(células de Leydig en machos y células tecales en hembras), las células del tejido
conectivo y las células endoteliales (formadoras de vasos sangufneos). Una vez que ha
terminado el periodo de bipotencialidad sexual y se ha dado comienzo al proceso de
diferenciacién, estas células que conforman las génadas experimentan una serie de
cambios seguidos por una fase de crecimiento, durante la cual el ovario y/o testiculo

embrionario completan su desarrollo (Lacadena, 2001).

En este contexto, el presente estudio tiene como objetivo describir la diferenciacién y
desarrollo de las génadas en embriones de ambos sexos, desde la oviposicién hasta la

eclosion lagartija Sceloporus aeneus.



III. ANTECEDENTES

3.1 Mecanismos de determinacion sexual en vertebrados

La morfologia de las génadas y su diferenciacién es similar en todas las clases de
vertebrados; sin embargo, aunque este proceso es comin en el grupo, el mecanismo
por el cual el sexo queda determinado puede ser diferente (Pieau et al, 1982; Valleley,
2001; Shine et al., 2007). Se conocen dos tipos de mecanismos generales a partir de los
cuales se determina el sexo en los vertebrados: la determinacién sexual genética o
cromosémica (GSD o CSD) y la determinacién sexual dependiente del ambiente (ESD),

de ésta tltima, el factor mas comin es la temperatura (T'SD) (Raman, 2002).

3.1. a Determinacién sexual cromosémica o genética (CSD o GSD)

Durante la fertilizacién, al momento en que se fusiona el prontcleo masculino con el
femenino (anfimixis), el sexo genético del cigoto se determina (Rey, 2001; Dagmar,
2007). De tal manera que tanto el embrién como el individuo en condiciones normales,
adquiere uno de los dos tipos de sexo cromosémico: un sexo homogamético o un sexo
heterogamético. El sexo homogamético estd constituido por un par homodlogo de
cromosomas sexuales, XX en mamiferos o su homélogo ZZ en reptiles y otros
vertebrados (Cooke y Buckley, 1987; Raft, 1996; Najera, 2001); los portadores de esta
carga genética son hembras o machos dependiendo de la especie de vertebrado. El sexo
heterogamético estd constituido por un par heterélogo de cromosomas sexuales, XY
en los mamiferos o su homélogo ZW en reptiles y otros vertebrados, de manera que
los individuos que poseen estos cromosomas son machos o hembras (Salame-Méndez
y Villalpando-Fierro, 1998; Ndjera, 2001). Entre los lacertilios, en los cuales los
cromosomas sexuales heterogaméticos son conocidos, los machos son heteromortficos
en la mitad de las especies y claramente homomorficos en la otra mitad (Jameson,

1988).

Diversos genes se han asociado con la diferenciacién sexual de mamiferos, aves y
reptiles (Olmo et al, 1997) como SOX9, SF1 y DAX1, entre otros, que se relacionan
con la produccién de enzimas necesarias para la sintesis de estrégenos (Janzen y
Paukstis, 1991). La caracterizacién y expresiéon de algunos genes como el SOX9,
DAX1 y DMRT1 se ha estudiado en su mayoria en reptiles con DST como la

tortuga de orejas rojas, Trachemys scripta (Spotila et al., 1998); la tortuga marina,



Lepidochelys olivacea (Moreno-Mendoza et al, 1999); el aligator americano, Alligator
mississippiensis (Western et al., 1999); el gecko leopardo Eublepharis macularius (Valleley
et al., 2001) y recientemente en la lagartija con determinacién sexual genética, Calotes
versicolor (Coudhary, 2000). En estas especies con DST se ha estudiado el efecto de la
temperatura feminizante y masculinizante sobre la expresién de estos genes en el
tejido gonadal durante distintas etapas del desarrollo embrionario y se ha observado
que se expresan a ambas temperaturas, pero a diferentes niveles (Torres-Maldonado y
Merchant-Larios, 2006). Por otro lado, las lagartijas con determinacién sexual
genética presentan un patrén de expresién genética similar a mamiferos que se asocia
con los cromosomas sexuales, aunque no se descarta el efecto de la temperatura sobre

estas especies (Quinn ef al., 2007; Radder et al., 2008).

3.1.b Determinacién sexual dependiente de temperatura (TSD)

En vertebrados existe un mecanismo a partir del cual se determina el sexo
independientemente de los cromosomas y esta representado en algunos reptiles, entre
ellos los cocodrilos y algunas especies de tortugas y lagartijas (Pieau et al, 1982;
Merchant-Larios et al, 1989). Este mecanismo se presenta por acciéon de la
temperatura de incubacién (Bull, 1980; Ewert y Nelson, 1991; Pieau et al, 1999;
Jiménez, 2001). Al parecer la temperatura actia como un disparador genético en la
diferenciacién de las goénadas e influye en el sexo que tendréd el embrién al final del
primer tercio y comienzo del segundo tercio del desarrollo embrionario (Mrosovsky y
Pieau, 1991). Una vez determinado el sexo del individuo, en un tiempo especifico de la
vida embrionaria, se expresan los genes involucrados en la diferenciacién sexual
gonadal. Durante esta etapa ocurren una serie de eventos celulares y moleculares que
confluyen en la morfogénesis y diferenciacion del testiculo y del ovario, asi como de los
genitales externos e internos. Postnatalmente se lleva a cabo la diferenciacién del
hipotdlamo y durante la madurez sexual, el individuo adquiere -caracteristicas
fisiol6gicas, endocrinolégicas y etiolégicas que le permitiran reproducirse (Salame-

Méndez y Villalpando-Fierro, 1998).

3.2 Embriologia de las génadas y los conductos en amniotas

Los aparatos urinario y genital se desarrollan a partir de los gononefrotomos, éstos
son estructuras pares que se forman del mesodermo intermedio a ambos lados de la

linea media del cuerpo. Del gononefrotomo, sélo el mesonefros interviene en el



desarrollo de estructuras del sistema genital al hacer protrusién en la cavidad celémica
del embrién formando las crestas urogenitales, que posteriormente se dividen

medialmente en crestas gonadales y lateralmente en crestas urinarias (Rey, 2001).

En los reptiles como en otros vertebrados, la génada indiferenciada, sin importar el
sexo, estd acompanada por dos pares de conductos: los conductos paramesonéfricos o
de Miiller y los conductos mesonéfricos o de Wolft (Ngjera, 2001) (Fig. 1); estos
altimos son los progenitores del sistema de conductos masculino; mientras que los
conductos de Miiller son el antecedente del sistema de conductos femenino. Solamente
uno de los dos sistemas de conductos se desarrolla més adelante, dependiendo de la
diferenciaciéon hacia testiculo o hacia ovario (Fox, 1985). Los conductos de Wolff
surgen como cordones sélidos de células que circulan por el interior del mesonefros y
que posteriormente abren hacia la cloaca donde sirven como el principal conducto
excretor del embriéon (Wilson et al, 1981; Lawrence et al., 1992; Néjera, 2001). Los
conductos de Miiller surgen por invaginacién de la superficie del epitelio celémico
lateral y siguen un camino paralelo al de los conductos de Wolft por fuera del

mesonefros (Wilson et al, 1981; Ndjera, 2001; Rey, 2001).

Merchant-Larios e al. (1993) demostraron experimentalmente la participacién activa
de los mesonefros en la formacién de los cordones seminiferos, de las células miodes y
de las células endoteliales en embriones de ratén. Asimismo observaron que la
diferenciacién de las células de Sertoli y Leydig se lleva a cabo atin en ausencia de éste.
Por otro lado, el trabajo experimental en pollos sugiere que la diferenciaciéon del
mesonefros y el desarrollo subsecuente de la goénada son dependientes de una
interaccion inductiva similar a la del conducto de Wolff y el mesodermo intermedio
(Bishop-Calame, 1965; Fernandez-Terén et al.,, 1997; Garcia-Pefa, 2001; Dagmar et al.,
2007). Poco después de adoptar el aspecto de conductos de Wolft, los tubos
mesonéfricos se extienden junto con el mesénquima de los mesonefros hacia la
superficie celémica por un proceso de condensacién. Los tubos mesonéfricos pueden
desempenar un papel en el desarrollo de la glandula adrenal y de la génada con la
sefializacién a las regiones circundantes o por la contribucién directa de células a los

6rganos en formacién (Dagmar et al., 2007).



Ginada

indiferenciada Mesonefros

Conducto mesonéfrico
i Wolfl

Conducto paramasonéfrico
de Milller

Seno urogenital

Esbozo del cuerps utering

Fig. 1. Esbozos gonadales y de los genitales internos de un embrién amniota en el perfodo
indiferenciado del desarrollo sexual. Las génadas no muestran particularidades de uno u otro sexo. En
ambos sexos coexisten los conductos de Wolft y de Miiller que desembocan en el seno urogenital

(Modificado de Moore et al., 1999).

3.3 Células germinales primordiales en reptiles

En los reptiles (como en casi todos los vertebrados), las células germinales
primordiales (CGPs) se derivan del endodermo y se distribuyen en un d4rea
extraembrionaria del blastodermo conocida como creciente germinal antes de su
ubicacién final en las crestas gonadales. Los estudios sobre el origen de las CGPs
muestran que su localizacién puede variar dependiendo del grupo: en serpientes y la
mayorfa de lacertilios se localizan anteriores a la creciente germinal; en tortugas y
algunos lacertilios se encuentran posteriores a la creciente germinal; en los
estenodontes se pueden presentar ambas disposiciones (Fig. 2), mientras que en el

grupo de los cocodrilos se desconoce (Hardisty, 1978; Diwan y Dhakad, 1995).

Los detalles de la migracién de las CGPs son conocidos en pocas especies; sin embargo,
se sabe que las rutas de migracién en reptiles comparten caracteristicas con el grupo de
las aves y los mamiferos. En algunas especies de reptiles (tudtaras), las CGPs se
incorporan al sistema circulatorio (migracién pasiva) y son abundantes durante un
tiempo, posteriormente las CGPs abandonan el torrente sanguineo por medio de las
paredes de los capilares y migran con movimientos ameboides por medio de la emisién
de pseudépodos (migracién activa) a través del mesodermo esplacnico y del mesenterio
dorsal hasta las crestas gonadales (Clawson y Domm, 1963; Hubert, 1968). En otras

especies como en la lagartija Lacerta vivipara (Dufaure, 1961) la migracién de las CGPs



es exclusivamente activa, al contrario de la lagartija Anguis fragilis y la serpiente Vipera
aspis (Hubert, 1968) en donde estd migraciéon ocurre tinicamente a través del torrente
sanguineo. Una vez que se ha completado la migracién, el desarrollo gonadal
comienza, pero cuando las CGPs entran en el tejido que dard lugar a las génadas, atn

no existe diferenciacion en tejido ovarico o testicular (Jameson, 1988).

Fig. 2. Ubicacién de las CGPs en reptiles antes de su migracién. Se observa la distribucién germinal en
varias especies (en lineas punteadas): migracién vascular (MV) y migracién a través del tejido (MI).

a) Anguis fragilis, b) Lacerta vivipara, c) Sphenodon punctatus'y d) Vipera aspis. (De Hubert, 1976).

3.4 Diferenciacion sexual de las génadas en reptiles

Una vez que las CGPs han alcanzado las crestas gonadales, se envuelven e incorporan
dentro del epitelio germinal de la génada, el cual prolifera al interior formando los
cordones sexuales. Al estar dentro de la cresta gonadal, las CGPs pierden su movilidad
y contintian proliferando dentro de ésta. Durante este perfodo es imposible distinguir
una goénada de sexo masculino de uno de sexo femenino por sus caracteristicas
anatémicas o histolégicas (Fox, 1985; Jameson, 1988) aln bajo el examen con un
microscopio electrénico, por lo que se denomina perfodo indiferenciado del desarrollo
sexual. En esta etapa indiferenciada, las crestas gonadales de ambos sexos estdn
constituidas por células germinales y somdticas de varios tipos (mesenquimaticas,
epiteliales y mesonéfricas). Estos esbozos de las futuras génadas son bipotenciales, es
decir que la parte central (médula) puede desarrollarse en un testiculo y la parte
marginal (corteza) en un ovario (Forbes, 1956; Miller, 1963; Raynaud y Pieau, 1985;
Jameson, 1988). En los machos el tejido medular invade la regién cortical y en
hembras la génada puede permanecer mads o menos indiferenciada o mostrar un
desarrollo adicional en la regién cortical (Mendietta, 1963; Joss, 1989; Doddamani,
1994, 2006) (Fig. 8) La corteza y la médula coexisten, aunque el tiempo es variable en

el desarrollo de diversos individuos (Doddamani, 2006).



En especimenes de 11-14 mm de longitud de la tortuga Sthernotherus odoratus, una
génada potencial de macho o hembra se distingue por las cantidades relativas de
médula o de corteza presentes en la génada. Durante este perfodo las células
germinales se desarrollan lentamente y se distribuyen de igual forma dentro de los
cordones sexuales ubicados en la médula y en el epitelio germinal en la corteza (Risley,

1933).

La informacién y estudios sobre la diferenciacién sexual en reptiles y en especial en
lagartijas son aln escasos considerando la cantidad de especies que existen. No
obstante, en este tépico pueden destacarse los trabajos de: Forbes (1956) en Anolis
carolinensis; Miller (1963) en Xantusia vigilis; Marin y Sabbadin (1966) y Chiefti (1966)
en Lacerta sicula; Mendietta (1963) en Gongylus ocellatus; Hubert (1968) en Lacerta
vivipara; Leyton et al. (1982) en Liolaemus gravenhorstz; Rhen y Crews (1999) en
Eublepharis macularius; Muthukkaruppan (1970), Gaitonde (1984) y Doddamanni (1994,
2006) en Calotes versicolor; Neaves et al. (2006) en Niveoscincus ocellatus y Austin (1988)
en Sceloporus undulatus, Gnico antecedente para el género Sceloporus. En general, en
estos estudios se describe un patrén morfolégico de formacién y diferenciacién gonadal
similar al de otros vertebrados. Sin embargo, aunque el proceso de diferenciaciéon esté
conservado evolutivamente en los distintos grupos de vertebrados, los tiempos en los
cuales se presentan estos eventos varian entre las distintas especies y estd relacionado

principalmente con la duracién del desarrollo embrionario.

En los trabajos de Doddamanni en Calotes versicolor (1994, 2000, 2006), se incluye
informacién adicional a la provista anteriormente en trabajos morfol6gicos sobre
gonadogénesis. De acuerdo a sus resultados, existe una correlacién evidente entre la
morfologia y la fisiologfa de las células que conforman la génada masculina y femenina
y las estructuras relacionadas a ella como la glandula adrenal; es decir, la diferenciaciéon

de un tipo celular tiene efectos sobre la diferenciacién o regresién de otras estructuras.



Celulas Células

Capsula de Epitelio
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Fig. 3. Resumen esquematico de la diferenciaciéon sexual gonadal en reptiles: el desarrollo temprano de
las génadas es igual en ambos sexos. El embrion pasa a través de una etapa sexual indiferenciada
(gbnada bipotencial), en la cual los primordios de las estructuras masculinas (testiculo) y femeninas
(ovario) estan presentes. Potencialmente, el embrién puede desarrollarse en macho o en hembra. Si la
subsecuente diferenciacién es hacia un macho, las estructuras masculinas contintian diferenciandose, y
las de la hembra entran en regresién. Lo contrario ocurre durante la diferenciacién de una hembra, es
decir, las estructuras femeninas se desarrollan y las masculinas degeneran (Modificado de Pieau et al,

1999).
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3.4. a La génada indiferenciada

Durante el desarrollo de las génadas, existe desde el inicio una interaccién entre dos
lineas celulares: las células sexuales (de origen extragonadal) precursoras de los
ovocitos y los espermatozoides en hembras y machos respectivamente y las células
sométicas. De esta manera, las génadas presentan un modelo de morfogénesis con un
componente celular externo que interacciona con el componente local de tipo somético.
Asi, los embriones machos y hembras inician su desarrollo de manera similar, ya que
en ambos se establecen estructuras idénticas a partir de las cuales se formaran los

érganos reproductores correspondientes a cada sexo (Jameson, 1988).

En todos los embriones, el desarrollo de las génadas comienza con el engrosamiento
del epitelio celémico y del mesénquima adyacente al borde medial del rifién
mesonéfrico. Conforme el mesénquima se acumula, una cresta gonadal aparece a cada
lado del mesenterio dorsal. El epitelio celémico que recubre la génada se espesa y da
lugar al epitelio germinal, el cual es invadido por las células germinales primordiales
(Fig. 4A). Durante su desarrollo las crestas gonadales crecen en tamaro (debido a la
gran proliferacién de las células germinales y células somaticas) y adquieren una forma
de saco con dos regiones distinguibles: una médula de origen mesenquimdtico y una
corteza de origen epitelial. El epitelio germinal se agrega en forma de cordones que
posteriormente crecen y penetran dentro la médula formando los cordones sexuales.

(Dutaure, 1966; Fox, 1985; Jameson, 1988; Pieau et al, 1999) (Fig. 4B).

Fig. 4. Gonadogénesis en reptiles. Cresta gonadal (A) y génada indiferenciada (B). Se observa la cépsula
de Bowman (cB); células germinales (cg); cordones sexuales (cs), cordones celulares (ce); epitelio
celémico (ec); epitelio germinal (eg); mesenterio dorsal (md) , mesénquima mesonéfrico (mm) y tubo

mesonéfrico (tm) (Modificado de Pieau et al., 1999).
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3.4. b Desarrollo temprano del ovario

La diferenciacién del ovario se inicia con la proliferacién del epitelio cortical, el cual
aumenta en grosor. En este epitelio se alojan ovogonias, pero también ovocitos
tempranos que pueden aparecer antes o después en los distintos grupos de reptiles. La
médula detiene su desarrollo y progresivamente adquiere la conformacién de estroma

con abundantes vasos sanguineos (Merchant-Larios, 1978; Jameson, 1988) (Fig. 5A).

Al iniciarse la meiosis principia a su vez el proceso de foliculogénesis, que se define
como la formacién de foliculos primordiales en el ovario. Los ovocitos progresivamente
se individualizan al ser rodeados por células granulosas o foliculares y una ldmina
basal. Conforme crecen los foliculos primordiales se diferencian varios tipos celulares.
Aparece la teca interna integrada por fibroblastos, tejido conjuntivo abundante en
vasos sanguineos y posteriormente células esteroidogénicas; por fuera de ésta, la teca
externa se forma de tejido conjuntivo fibroso. Una vez que el foliculo ha adquirido
estas dos capas, se vuelve funcional (Fig. 5B). La mayoria de los foliculos sufren el
proceso de atresia folicular (que puede presentarse en cualquier momento de la vida del
organismo), el cual parece jugar un papel importante en el proceso de diferenciacién
del tejido intersticial esteroidogénico del ovario. Por otro lado, el conducto de Miiller

da origen al ttero y los oviductos (Tokarz, 1978; Hubert, 1985; Jameson, 1988)

B s
L Elra (e aY

vs

A

Fig. 5. Ovario de reptil en diferenciacién. Desarrollo temprano (A) y més avanzado (B). Se observa la
corteza en desarrollo (c); cordones medulares remanentes (cm); células germinales (cg); cordones
celulares (ce); foliculos primordiales (fp); lagunas (1); estroma (st); ovocitos (ov) y vasos sanguineos (vs)

(Modificado de Pieau et al., 1999).

3.4. ¢ Desarrollo temprano del testiculo

La diferenciacién del testiculo se inicia cuando los cordones sexuales estructurados por

células germinales y células somédticas se separan del epitelio celémico como
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consecuencia de los arreglos producidos por una invasién de mesénquima y vasos
sanguineos. Esto provoca la compactacién de los cordones sexuales, ahora
denominados “cordones testiculares” (Fig. 6A). El traslado de los cordones testiculares
a la regién medular de la génada es un movimiento morfogenético que implica cambios
en la adhesividad de las células epiteliales y un activo depésito de las moléculas que
forman la ldmina basal (Fox, 1985; Jameson, 1988). Progresivamente en el desarrollo,
las células que rodean a los cordones testiculares se aplanan en forma paralela a la
lamina basal. Estas células al diferenciarse se les denomina células miodes
peritubulares y son las encargadas de la formacién de las membranas basales de cada
cordén. A la par de estos eventos, la corteza degenera y posteriormente se forma la
tanica albuginea que recubre al testiculo (Miller, 1963; Austin, 1988; Doddamani,
2006).

Las células esteroidogénicas (células de Leydig) se diferencian a partir de las células
mesenquiméticas (Fig. 6B) y son las que realizan la sintesis de andrégenos en el
testiculo. Su diferenciacién varia en los distintos grupos de reptiles, no obstante, ésta
se produce poco tiempo después de la formaciéon de los cordones testiculares. La
diferenciacion de las células del epitelio interno, es decir, las células de Sertoli al
parecer es inducida por diversos factores. Se piensa que estas ultimas pueden actuar
como centro de organizacién de la génada masculina y orquestar la diferenciacién del
resto de los tipos celulares presentes en la génada (Dagmar, 2007). E1 conducto de
Wolff, por otro lado, se convierte normalmente en el epididimo, los conductos

deferentes y las vesiculas seminales (Jameson, 1988).

A B ta

Fig. 6. Testiculo de reptil en diferenciacién. Desarrollo temprano (A) y mas avanzado (B). Se observa la
tinica albuginea (ta); células de Leydig (cL); cordones celulares (ce); cordones testiculares (ct) y vasos

sanguineos (vs) (Modificado de Pieau et al., 1999).

13



3.5 Papel genético y hormonal en la diferenciacion sexual en
vertebrados

En los vertebrados, la diferenciacién de los esbozos de los érganos genitales internos y
externos en sentido masculino o femenino depende de la expresion de diversos genesy
por tanto, la presencia o ausencia de distintas hormonas (Wilson et al, 1981;
Huhtaniemi, 1994). La produccién y secrecién de estas hormonas juega un papel
importante, ya que algunas sustancias regulan la inhibicién o induccién de los distintos
elementos que constituyen un ovario o un testiculo (Fig. 7). Experimentalmente, las
hormonas ex6genas pueden modificar la direccién de la diferenciacién gonadal, pero no
determinan completamente el destino de la génada embrionaria (McCarrey y Abbott,

1979; Jameson, 1988).

La conversién de la cresta gonadal en una génada bipotencial requiere de los genes
LHX9, SF1 y WT1, puesto que se ha observado que los ratones que carecen de
cualquiera de estos genes no poseen génadas. La génada indiferenciada (bipotencial)
parece diferenciarse hacia el camino femenino (desarrollo del ovario) por los genes
WNT4 y DAX1 y al camino masculino (desarrollo del testiculo) por el gen de SRY (en

mamiferos) conjuntamente con genes autosémicos tales como SOX9 (Gilbert, 2006).

Inmediatamente después de la formacién de los cordones seminiferos, las células de
Sertoli secretan hormona anti-Miilleriana (AMH), también conocida como sustancia
inhibidora miilleriana (MIS) (Huhtaniemi, 1994). La AMH es una glicoproteina que se
une a un receptor de membrana presente en las células mesenquimaéticas que rodean al
epitelio de los conductos de Miiller (Josso et al, 1977) induciendo apoptosis y
transformacién epitelio-mesenquimatosa con la consiguiente regresién de estos
conductos (Allard et al, 2000). Bajo la accién de los andrégenos testiculares, el
conducto mesonéfrico o conducto de Wolft da origen en el feto masculino al
epididimo, conductos deferentes y vesiculas seminales. En el sexo femenino, ante la
ausencia de hormona anti-Miilleriana, el conducto paramesonéfrico o conducto de
Miiller forma las tubas uterinas, el Utero y el tercio superior de la vagina. Los
conductos de Wolff degeneran en gran medida en el feto femenino por falta de
andrégenos, en tanto que los conductos de Miiller degeneran en el feto masculino por

accion de éstos. En el ovario los estrégenos inhiben el desarrollo de la médula y en el
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testiculo, la testosterona secretada por las células de Leydig promueve la diferenciacién

de los genitales internos (Salame-Méndez y Villalpando-Fierro, 1998).

En reptiles, el desarrollo y diferenciacién de las génadas presenta un proceso de
regulacién hormonal y genética similar al resto de los vertebrados; sin embargo, el gen
SRY no se ha podido aislar en vertebrados no mamiferos, por lo que se piensa que otro

gen o genes desempefian una funcién semejante a SRY en este grupo (Western y

Mesodermo -H 7
imtermedio @
Czonada IE

Sinclair, 2001).
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Fig. 7. Regulacién genética y hormonal en la diferenciacién sexual (Modificado de MacLaughlin, 2004).

3.6 Biologia de Sceloporus aeneus

La especie Sceloporus aeneus fue descrita por Wiegmann en 1928 y su posicién

taxonémica actual es la siguiente:

Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrata
Clase: Sauropsida
Orden: Squamata
Suborden: Lacertilia
Infraorden: Iguania
Familia: Phrynosomatidae
Género: Sceloporus

Especie: Sceloporus aeneus
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Fisicamente son pequefias y robustas de aproximadamente 10 cm de longitud total. En
la parte dorsal pueden presentar una coloracién de verde oliva a café, con dos pares de
franjas de color mas claro (beige): un par dorso-lateralmente y otro par en la regién
lateral (Fig. 8). Una pequefia mancha negra estd presente en la regién del hombro. Las
escamas de la cabeza son rugosas y presentan una escama cantal y dos parietales a cada

lado (Castro-Franco, 2003).

Fig. 8. Lagartija hembra de la especie Sceloporus aeneus (Foto: Fausto Méndez de la Cruz).

Sceloporus aeneus es nativa de México, se distribuye en areas templadas de la Sierra
Madre Occidental, en zonas boscosas de pino-encino (Castro-Franco, 2003) y en é4reas
perturbadas de bosque de pino en las montafias del centro de México y parte oeste del
Eje Neo-Volcanico Transversal a alturas que van de los 2400 a los 3000 metros sobre
el nivel del mar (Guillette, 1981; Andrews et al, 1999; Gémez-Espejo, 2005). Se
pueden encontrar sobre el suelo, bajo rocas, troncos y frecuentemente entre los
zacatones, también en sembradios de maiz y alrededor de las casas de pequefios
poblados (Guillette, 1981; Castro-Franco, 2003). Esta especie es de hédbitos diurnos y
alimentacién principalmente insectivora (Coleoptera, Hemiptera, Himenoptera, etc.)
(Urban, 2007). Generalmente viven en lugares con abundante vegetacién, sobre todo

en areas con pasto (Castro-Franco, 2003).
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En cuanto a la reproduccién, se sabe que son lagartijas oviparas que presentan
retencién de huevos. La actividad reproductora de las hembras (vitelogénesis) tiene
lugar en primavera (marzo y junio); entre abril y mayo tiene lugar la ovulacién y
tecundacién, mientras que la gestacién se da de mayo a julio. La oviposicién coincide
con la época de mayor precipitacién entre los meses de junio y julio (Herndndez, 1995;
Manriquez, 1995) y puede llegar a producir dos puestas por afo (Guillette, 1981). Las
hembras de Sceloporus aeneus anidan en monticulos de tierra fresca hechos por tuzas o
en suelo volcdnico oscuro entre hierba (Sanchez-Herrera, 1980; Guillette, 1986;
Manriquez, 1995). Se ha reportado que el tamafio de la camada va de de 5 a 10 huevos
(Manriquez, 1995), los cuales son relativamente pequefios al ovular, miden
aproximadamente 4.2 X 3.4 mm al momento de ser puestos y al final del perfodo de
incubacién casi 10.83 x 6.75 mm (Sidnchez-Herrera, 1980, Guillete, 1981; Manriquez,

1995; Gémez-Espejo, 2005).
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IV. HIPOTESIS

La diferenciaciéon y desarrollo morfolégico de las génadas en la lagartija Sceloporus
aeneus presenta el mismo patrén descrito para otras especies de vertebrados; sin
embargo, el proceso de diferenciaciéon sexual se presenta en una etapa determinada de

acuerdo a la duracién del desarrollo embrionario.

V. JUSTIFICACION

El género Sceloporus se encuentra ampliamente distribuido y exhibe una gran
diversidad biolégica en las especies que lo componen, esto se debe en gran medida a la
variedad de habitats que ocupa. Debido a que el conocimiento sobre la diferenciacion
sexual en reptiles es escasa en comparacién con la cantidad de especies que existen, el
presente trabajo pretende contribuir al entendimiento de los mecanismos involucrados
en los distintos aspectos de la diferenciacién y desarrollo sexual en los vertebrados,
tomando como modelo a la especie Sceloporus aeneus y sentando asi una base
morfolégica que permita disefiar futuras investigaciones donde sean tomados en cuenta

los efectos de la temperatura, las hormonas sexuales y la conducta, entre otros.

VI. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Describir la diferenciacién y desarrollo de la génada en la lagartija ovipara Sceloporus
aeneus.
5.2 Objetivos particulares
* Describir la estructura histolégica de la génada al momento de la oviposicién.

* Determinar la duracién del perfodo de bipotencialidad sexual de la génada a
partir de la oviposicidn.

* Precisar el momento de diferenciacién de la génada hacia ovario y testiculo
respectivamente en el desarrollo embrionario.

* Describir los cambios morfolégicos en el ovario y testiculo embrionario desde
el comienzo de su diferenciacién hasta la eclosion.

* Determinar el momento del inicio de la foliculogénesis para el caso del ovario.
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VII. MATERIAL Y METODOS

7.1 Zona de colecta

El trabajo de campo se realizé en la localidad de Tres Marfas, perteneciente al
municipio de Huitzilac, en el estado de Morelos. El municipio de Huitzilac (19° 00°00”
y 19°07°20” N y 99°10°20” y 99°20'00” W) se localiza en la parte noroccidental del
estado de Morelos, dentro del Eje Neovolcanico. Esta regién se caracteriza por lo
abrupto de su geoforma, que da origen a una gran concentracién montafiosa de alturas
que flucttan entre los 2,250 y los 3000 msnm. El clima es templado frio, con lluvias en
verano (de julio a octubre). La temperatura media anual es de 11.3° C y la precipitacién
promedio anual es de 1500 mm. Segun la clasificacién de Miranda y Herndndez (1963),
la vegetacién estd compuesta por bosques de diferentes especies como el oyamel, el

pino, el encino, el haile, el cedro y el roble.

7.2 Material biolégico

Los embriones utilizados en este estudio fueron obtenidos previamente de la siguiente
manera: entre los meses de mayo y junio del 2006, 2007 y 2008, se colectaron
manualmente y con una vara con lazada (ver apéndice 13.1), lagartijas gréavidas
(reconocibles por tener un abdomen abultado y con pequeiios “chipotes”) de la especie
Sceloporus aeneus (n=14). En cada uno de los afios, las hembras colectados fueron
colocadas en terrarios con tierra y pastos de su lugar de origen con condiciones de
temperatura (aproximadamente 28° C durante el dfa) y humedad similares a las de su
habitat natural. Se alimentaron con grillos y gusanos de seda y se esper6 a que
ovipositaran. Cuatro de las hembras murieron sin haber ovipositado, por lo que estos
huevos no fueron tomados en cuenta para el estudio; sin embargo, se les retiraron para
su posterior analisis, mientras que las hembras adultas restantes fueron liberadas en el

sitio de colecta.

De cada una de las puestas (una de cada hembra) se tomé al azar un huevo al momento
de la oviposicién; éstos se colocaron en un frasco con cloroformo durante 10 minutos y
se fijaron con Bouin o formol al 10% neutro. Los huevos restantes fueron incubados en
condiciones semi-naturales a temperatura ambiente (aproximadamente de 28-30° C
durante el dia y 23° C durante la noche) y cada semana se sacrific6 uno (de cada puesta)
de la forma antes descrita. Al momento del nacimiento se sacrificaron 6 crias y el resto

se mantuvieron en cautiverio (n=15). Debido a que los neonatos eran muy delicados,
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fueron muriendo en diferentes dias, por lo que se fijaron de inmediato y se registro la

edad aproximada de cada cria (en dfas posteclosién).

7.3 Caracterizacion de los embriones

El cascarén fue retirado de modo que los embriones fijados quedaran expuestos. Todos
los embriones fueron examinados con un microscopio estereoscépico y se clasificaron
en estadios (incluso los de las hembras muertas) principalmente con base en caracteres
morfolégicos externos de acuerdo a la tabla de desarrollo embrionario de Lacerta
vivipara (Dufaure y Hubert, 1961), que es la mas utilizada para estudios de desarrollo
embrionario en lagartijas. Las caracteristicas tomadas en cuenta fueron: el desarrollo
de las extremidades, los ojos, la presencia o ausencia de escamas, las vesiculas
cerebrales, el oifdo, etc. (ver apéndice 13.2). Los embriones que presentaban
caracteristicas de dos estadios distintos, fueron clasificados por separado con ambos

ntmeros (por ejemplo: 30-31, 35-36, etc.).

7.4 Histologia

Los embriones ya clasificados se decapitaron por debajo de las extremidades anteriores
y la parte de la cabeza se guardé. En el caso de los embriones de estadios avanzados
(89, 40 y recién nacidos) que ya posefan escamas, se les retird la piel con unas pinzas de
punta fina. A los ejemplares de dias posteclosién se les practico una diseccién, de tal
manera que se extrajeron los restos del riiién mesonéfrico y las génadas, las cuales
fueron colocadas en fijador (bouin). Las muestras se lavaron con agua corriente
durante un dfa y posteriormente se utilizé la técnica histolégica para microscopia
6ptica convencional (ver apéndice 13.3 para mayor detalle): la muestra se deshidraté
durante 20 a 50 minutos (dependiendo del tamario del tejido) en alcoholes de gradacién
creciente (de 80° hasta absoluto), se aclararon en xilol y después en una mezcla de
parafina-xilol durante un tiempo similar, finalmente se incluyé en parafina. Se
obtuvieron cortes transversales de 5 um que fueron extendidos en portaobjetos y
montados con gelatina. Los cortes se tifieron con técnicas alternadas: hematoxilina de
Gill-eosina, azul alciano-rojo nicleo resistente (azul-rojo), Wood, tricrémica de

Masson y tricrémica de Mallory (ver apéndice 13.4).

20



7.5 Analisis histologico de las génadas

Los cortes teflidos se observaron en microscopio éptico y se seleccionaron las
muestras con cortes de génada. Se realizé un anélisis cualitativo de la génada con base
en su arreglo histolégico y se describieron sus caracteristicas al momento de la
oviposicién, asf como los cambios ocurridos durante su diferenciacién y desarrollo en
los distintos estadios embrionarios en el ovario y testiculo respectivamente, al
eclosionar y dfas después del nacimiento (posteclosién). Finalmente, se seleccionaron

las imagenes mds representativas de la diferenciacién y desarrollo gonadal.
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VIII. RESULTADOS

Se obtuvo un total de 91 huevos de 14 hembras, de los cuales s6lo 65 fueron tomados
en cuenta para este estudio: 15 corresponden a crias de distintos dfas de nacidos
(posteclosién) y 50 a embriones y recién nacidos (Fig. 9). De los 26 huevos restantes
pertenecientes a las hembras muertas (n=4) que se analizaron, se determiné que se
encontraban en estadios embrionarios previos o muy cercanos a la oviposicién: estadio
27(n=1), 30 (n=14) y 31(n=11). Se observé que dentro de una misma hembra se
pueden encontrar huevos con embriones en diferentes estadios, lo que indica que no
todos los huevos son puestos en las mismas condiciones de desarrollo. La puesta de los
huevos ocurrié en el mes de junio y la eclosiéon de las crias en el mes de agosto para

todas las hembras en los distintos afios de captura.

H 30

= 30-31

H 31

= 32

= 33
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= 35

H 35-36
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W 37-38
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= 38-39

= 39

H 40

Z RN

mJv

Fig. 9. Distribucién del nimero de individuos obtenidos por cada estadio de desarrollo embrionario,

recién nacidos (RN)y crias posteclosién (JV).

8.1 Tamaifo de la nidada y periodo de incubaci6én

La puesta por hembra fue de 4 a 8 huevos, con un tamaifio promedio de la nidada de 6.5
huevos. A continuacién se presenta una gréafica con el nimero de huevos por hembra

(Fig. 10)
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# de huevos 51

1 2 8 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

hembras

Fig. 10. Numero de huevos puestos por cada una de las hembras: en negro las hembras muertas y en gris

las hembras tomadas en cuenta para el estudio con sus respectivos huevos.

Los embriones de Sceloporus aeneus se desarrollan dentro del oviducto hasta el estadio
29 o 30 justo antes de la oviposicién, la cual ocurre entre los estadios embrionarios 30
y 81(Fig.11A); el intervalo de incubacién en este estudio fue de 51-60 dfas a una
temperatura de 25-30° C en el difa y 28° C durante la noche. La duracién de cada
estadio embrionario fue variable y estd muy influenciado por las condiciones
ambientales, siendo mas rapido el desarrollo de los embriones a temperaturas y

humedad constantes. La eclosién de las crias se presenté en el estadio 40 (Fig. 11B).

Fig. 11. Embriones de Sceloporus aeneus: A) estadio 31 al momento de la oviposicién y B) estadio 40

antes de la eclosion.
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8.2 Descripcion de la gonada indiferenciada

Al momento de la oviposicién (estadio 30-31) las génadas se presentan como
estructuras pares situadas a ambos lados del mesenterio dorsal, en la cavidad celémica
del embrién. Las génadas emergen en la superficie ventromedial de los mesonefros,
estdn bien desarrolladas y tienen una apariencia ovalada (Fig. 12A). En su superficie se
encuentran revestidas por un epitelio simple de células ctibicas (epitelio celémico) que
proporciona una fuente de células para la génada en crecimiento. En su interior se
observan células germinales y células epiteliales rodeadas de una fina membrana basal
estructurando los cordones sexuales (Fig. 12B). El espacio intersticial consta
principalmente de células mesenquimaticas. Durante los estadios subsecuentes (82-33)
la génada conserva una estructura similar sin presentar grandes cambios (Fig. 12C),
pero muestra un aumento en el nimero de células germinales, las cuales presentan un
ntcleo con uno o dos nucléolos (Fig. 12D). A partir del estadio 83 se observa una clara
regionalizaciéon de la génada embrionaria en dos zonas: corteza y médula. Se
incrementa el grosor de la zona cortical; sin embargo, existe una persistencia de los
cordones medulares que ahora se encuentran separados de los cordones presentes en
la corteza. (Fig. 13A). Durante toda esta etapa es comun la proliferacién celular, en

especial en las células germinales (Fig. 12B).

En el perfodo indiferenciado de la génada se observan frecuentemente células
germinales aisladas o en pequefios grupos en el mesenterio dorsal cerca de su unién
con la génada, las cuales probablemente indican la ruta seguida por las CGPs durante
su migracién hacia las crestas gonadales (Fig. 13A). También se puede observar una
relacién estrecha entre la génada y los mesonefros adyacentes (en especial con los
corptisculos renales), por la existencia de cordones celulares que estdn en contacto con

estos ultimos y que penetran al interior de la génada en crecimiento (Fig. 13A).

La duracién del periodo indiferenciado es breve a partir de la oviposicién (estadio 80 al
33), y presenta un claro momento de “bipotencialidad sexual” en el estadio 33, durante
el cual existen dos regiones histolégicas en la génada: una corteza externa y una
médula interna. Después de este periodo es posible distinguir al presunto ovario o
testiculo con base en el arreglo y desarrollo relativo de la corteza o de la médula

respectivamente.
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Fig. 12. Génadas de S. aeneus en etapa indiferenciada. (A). Corte transversal de un embrién estadio 30

Se observan las génadas embrionarias (g) en relacién a las estructuras internas: tubo neural (tn),
notocorda (n), aorta (a), mesonefros (ms), mesenterio dorsal (md) y tubo digestivo (td). (B). Génada
indiferenciada estadio 30; (C) génada indiferenciada estadio 31 y (D) génada indiferenciada estadio 32.
Se observa el epitelio de revestimiento (ec) y la estructura interna de la génada: células germinales (%),
algunas con dos nucléolos (=), células sométicas (®), cordones sexuales (cs) y figuras mitéticas (fim).

Hematoxilina-Eosina 100x (A) y 1000x (B) y Azul-Rojo 400x (C y D).
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8.3 Diferenciacion y desarrollo temprano del ovario

La diferenciacién sexual de la génada hacia ovario ocurre en el estadio 34 con la
proliferacién y engrosamiento de la zona cortical y el desarrollo de una fina capa de
tejido conjuntivo que separa la médula indiferenciada de la corteza en desarrollo. En
esta etapa no hay un cambio considerable en el tamafio de la génada con respecto al
estadio anterior; sin embargo, la corteza ahora tiene un espesor de 3 capas de células en
su porcién més gruesa. Entre estas numerosas células somaticas se ubican algunas
ovogonias (que generalmente aparecen en pequefios grupos) en mitosis, caracterizadas
por su gran tamafio, forma oval, un citoplasma que se tifie claro y un ntcleo con un
solo nucléolo (Fig. 13B). En la corteza es posible observar también ovocitos
tempranos, los cuales son de mayor tamafio que las ovogonias, de forma oval a
redonda, un nicleo de gran tamaro y con citoplasma claro. Estos ovocitos tempranos
no se encuentran rodeados atn por células foliculares (células granulosas) (Fig. 13B).
En la region central (médula) se observan fibras de tejido conjuntivo, células

somaticas (Fig. 18B) y la persistencia de escasas células germinales.

En el estadio 35, el ovario en diferenciacién contintia con la proliferacién del epitelio
cortical y aumenta su grosor de 3 a 4 capas de células, aunque en algunas regiones
(principalmente donde se presenta la mayor cantidad de ovogonias y ovocitos) el
espesor suele ser menor. El tejido conjuntivo que separa la corteza de la médula se
vuelve més evidente y son mads frecuentes los ovocitos desnudos. Desde el estadio
anterior, pero haciéndose mas evidente en este estadio, se observan pequefos grupos
de ovogonias y ovocitos distribuidos en la zona dorsal (cerca de su unién con los
mesonefros) ademas de los presentes en la corteza (Fig. 18C y D). La médula ha
detenido su desarrollo y comienza a degenerar dando paso a un tejido més laxo en el
que se observan gran cantidad de fibras de tejido conjuntivo y células sométicas como

tibroblastos (Fig. 13D).

En los embriones en estadios 36 y 37 el ovario incrementa un poco en tamaro y la zona
cortical aumenta su espesor a 5 o 6 capas de células en su porcién mas gruesa. Es
posible distinguir dentro de la corteza dos 4reas principales de ubicacién de las
ovogonias y ovocitos: una en la parte dorsal (cerca de la unién del ovario embrionario
con el mesonefros) y en la parte ventral del ovario. Se observan atn las redes de
cordones celulares que estdn en contacto con los corptsculos renales del mesonefros y

penetran en la parte mas posterior del ovario embrionario (Fig. 14A).
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En embriones del estadio 38 el grosor de la corteza del ovario practicamente no ha
cambiado en comparacién con el estadio anterior. Es posible observar en la zona dorsal
y ventral del ovario, ovogonias (aunque en menor cantidad) y ovocitos en diferentes
subfases de la profase I de la meiosis, algunos han comenzado a entrar en contacto con
células foliculares (Fig. 14B). En este punto del desarrollo, el compartimiento de la
corteza es claramente distinguible del de la médula, por la presencia de fibras de tejido
conjuntivo y debido a que esta tltima ha adquirido casi por completo la conformacién
de estroma. En el interior de la médula pueden observarse células somdticas en

proliferacién (Fig. 14B) y vasos sanguineos.

Durante los estadios embrionarios 89- 40 y en los recién nacidos, se observa un ligero
incremento en el tamaiio del ovario acompafiado por la regresién y por tanto la pérdida
de talla de los mesonefros adyacentes. A la par de estos eventos, una nueva estructura
anatémica observada en estados anteriores no bien definida, ahora se hace evidente: la
glandula adrenal. La vascularizacién del ovario se ha incrementado gradualmente a
partir de estadios mds tempranos, siendo en esta etapa muy abundante. La médula ha
adquirido la conformaciéon de estroma y se encuentra bien delimitada por fibras de
tejido conjuntivo. Se observan varias ovogonias y ovocitos en la corteza ovdrica (Fig.
14C). A partir de este momento el ovario ya posee su configuracién cortical y medular
definitiva, ya que los nidos de ovogonias y ovocitos observados probablemente daran
lugar a los dos lechos germinales propios de esta especie. Por otro lado, los cordones

celulares que conectaban a los mesonefros con las génadas han desaparecido (Fig.

14C).

En el dfa 42 posteclosion, se observan foliculos primordiales en la corteza del ovario:
los ovocitos se presentan con un dréstico incremento de sus componentes celulares, el
ovoplasma tiene una apariencia granular, mientras que el nidcleo es grande y se
encuentra generalmente excéntrico. Cada uno de los foliculos primordiales se
encuentra rodeado una capa simple de células foliculares que van de cubicas a
escamosas. Por otro lado, se observa el epitelio de revestimiento del ovario y una
tnica albuginea compuesta por fibras de tejido conjuntivo que separa el estroma (con
numerosos vasos sanguineos) de la corteza ovérica (Fig. 14D).Hasta este punto no se

observa la presencia de la teca interna ni externa.
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Fig. 13. Génada embrionaria de S. aeneus. (A). Génada indiferenciada (bipotencial) estadio 33. Se

observa la regionalizacién de la génada en: corteza (c¢) y médula (m), células germinales (%), algunas en
el mesenterio dorsal (md), cordones celulares (é) en relacién con la génada y el mesonefros (ms) y
corptsculos renales (cr). (B). Ovario en diferenciacién estadio 34; (C) ovario en diferenciacién estadio 35
y (D) detalle de un ovario en diferenciacién estadio 35. Se observa el engrosamiento de la zona cortical,
pequefios grupos de ovogonias (ovg), ovocitos tempranos (%) en la corteza ovérica, células epiteliales
(#) presentes en la corteza y fibroblastos en la médula (%), la cual estd adquiriendo la conformacién de
estroma ovdrico y fibras de tejido conjuntivo (#).Hematoxilina-eosina 400x (A), Azul-Rojo 1000x (B) y

400x (C) y Wood 400x (D).
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Fig. 14. Ovario de S. aeneus. (A). Ovario embrionario estadio 38; (B) detalle de un ovario embrionario

estadio 38; (C) ovario embrionario estadio 39 y (D) detalle de un ovario de 42 dias posteclosién. Se
observan ovogonias (ovg) en la corteza ovarica, ovocitos desnudos (%), ovocitos tempranos (#) en
contacto con algunas células foliculares (cf) y foliculos primordiales (fp) rodeados por una capa simple
de células foliculares. En la médula es posible observar una apariencia de estroma (st), células somaticas
en mitosis (fim), algunos vasos sanguineos (%) y fibras de tejido conjuntivo (). Tricrémica de Masson

400x (A) 1000X (B), Hematoxilina-Eosina 400x (C) y Azul-Rojo 1000x (D).
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8.4 Diferenciacién y desarrollo temprano del testiculo

La diferenciacién de la génada hacia testiculo comienza en el estadio 84 y se caracteriza
por el inicio de la formacién de los cordones testiculares en la médula y la rapida
regresion de la zona cortical, la cual degenera hasta ser una capa simple de células
ctibicas, aunque en algunas porciones se observan pequefios remanentes (Fig. 15A).
Durante este estadio de desarrollo es posible observar células germinales en la parte
medular, no obstante algunas de estas células se encuentran atn presentes en la parte
marginal de la génada (Fig. 15A). Es posible distinguir una red de cordones celulares
en donde se mezclan células somdticas con células germinales (similar al del ovario
embrionario) saliendo de los mesonefros (cerca de los corptsculos renales) y
penetrando al testiculo embrionario en su porcién més dorsal (Fig. 15A). Estos
cordones celulares muestran actividad mitética. Al interior del testiculo en desarrollo
se observan pocos cordones testiculares ya formados y una gran cantidad de células
somaticas en la médula, las cuales tienen una apariencia muy similar, por lo que no es

posible distinguir atn los diferentes tipos celulares (Fig. 15A).

En el estadio 35 se observa un mayor nimero cordones testiculares completamente
formados dentro de la médula y en los cortes mas periféricos del testiculo embrionario
es posible observar cordones testiculares con una pequeiia luz (Fig. 15B), no obstante,
en la parte central del testiculo en formacién, estos cordones no presentan luz. El
epitelio de cada cordén o tubo testicular estd integrado por espermatogonias y células
sométicas del tipo pre-Sertoli con una evidente ldmina basal delimitdndolos (Fig. 15B).
El espacio intersticial consta de células mesenquiméticas. Por otro lado, en la periferia
se observan células germinales escasas o nulas. El epitelio que delimita el testiculo en
diferenciacién consta de una capa simple de células que en algunas porciones se
observan ctibicas y en otras escamosas (Fig. 15B). Al igual que en el ovario temprano,
la actividad mitética es muy frecuente en los distintos tipos celulares y en especial en

las espermatogonias.

A partir del estadio 86 puede observarse un mayor ntimero de cordones testiculares
completamente formados, delimitados por una lamina basal que separa claramente el
espacio intersticial del cordén (Fig. 15C y D). Al interior de cada cordén o tubo se
distinguen las espermatogonias y entre ellas las células de pre-Sertoli, las cuales son de

forma irregular con nicleo central y se encuentran en contacto con la lamina basal
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(Fig. 15D). En el espacio intersticial aparecen vasos sanguineos, que generalmente son
més abundantes en la parte periférica, entre el epitelio de revestimiento y el resto del
testiculo embrionario (Fig. 15C). Este epitelio consta de una capa de células planas de
tipo escamoso que envuelven al testiculo en su totalidad. (Fig. 15C y D). A partir de
este estadio, los cordones celulares que estaban en contacto con los corpusculos renales

han desaparecido (Fig.15C)

Durante los estadios 37 y 38 el testiculo presenta una apariencia similar a la observada
en estadios anteriores. Los cordones testiculares son abundantes y se encuentran mas
compactos en la porcién central del testiculo en relacién con la periferia, en donde se
observan mds separados entre si. Dentro de los cordones las espermatogonias son
frecuentes y las células de Sertoli (en contacto con la ldmina basal del cordén
testicular) son reconocibles a partir del estadio 87. Poseen una morfologfa oval o
redonda y presentan un nicleo de forma irregular (Fig. 16A). A partir del estadio 38,
en el intersticio se observan pequefios grupos de células somaticas poliédricas cercanas
a vasos sanguineos (células de Leydig), otras de tipo somatico de forma plana
adyacentes a la lamina basal (futuras células miodes) y las células de tejido conjuntivo

(Fig. 16A). La vasculatura es abundante en todo el testiculo.

En los estadios 39 y 40 y en las crfas recién nacidas, los cordones testiculares se
encuentran como densos paquetes en la parte central del testiculo y en la periferia
algunos cordones siguen presentando una pequefia luz central (Fig. 16B y C). Cada
cordén estd formado por espermatogonias (que hasta este punto no han entrado a la
meiois) y numerosas células de Sertoli en contacto con la lamina basal (Fig. 16C). En el
intersticio testicular de las crias recién nacidas pueden observarse mds claramente
pequenios grupos de células de Leydig ubicados cerca de vasos sanguineos, células
sométicas de forma alargada alrededor de cada cordén testicular (células miodes atn
no bien diferenciadas) y abundantes vasos sanguineos (Fig. 16C). La ttnica albuginea
se observa completamente formada al momento de la eclosién y se presenta como una
capa gruesa de fibras de tejido conjuntivo (Fig. 16B y C). Por otro lado, los mesonefros
adyacentes se observan en regresién y han disminuido drésticamente en tamaiio, no

obstante, dias después de la eclosiéon alin se encuentran presentes.
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Fig. 15. Diferenciacién temprana del testiculo en S. aeneus. (A). Testiculo embrionario estadio 34; (B)

testiculo embrionario estadio 85; (C) testiculo embrionario estadio 86 y (D) detalle de un testiculo
embrionario estadio 36. Se observan células germinales (%); cordones testiculares (ct), algunos con una
pequena luz central, en su interior espermatogonias (epg) y células somaticas de tipo pre-Sertoli (pS).
Entre cada cordén se observan células mesenquimaticas (%) y vasos sanguineos (% ). Nétese la ldmina
basal (%), remanentes de corteza con células germinales en los estadios mds tempranos (=) y la
transformacién del epitelio de revestimiento de ciibico (ec) a escamoso (ee). Wood 400x (A), Azul-Rojo

400x (B y C) y Hematoxilina-Eosina 1000x (D).
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Fig. 16. Testiculo embrionario de §. aeneus. (A). Detalle de un testiculo embrionario estadio 38; (B)

testiculo de un recién nacido y (C) detalle del testiculo de un recién nacido. Se observan los cordones
testiculares (ct) integrados por espermatogonias (epg) y células de Sertoli (cS). En el intersticio las
células de Leydig (cL), vasos sanguineos () y algunas células planas (%) alrededor de los cordones
testiculares. En el exterior se observa un epitelio de tipo plano escamoso (ee) que posteriormente da
lugar a la tanica albuginea (ta). (D). Corte transversal de un embrién hembra estadio 39. Se observa la
ubicacién de los conductos de Wolff (cW) y de Miiller (cM) en relacién con los 6rganos internos:
mesonefros (ms) y génadas (g). Hematoxilina-Eosina 1000x (A) y 100x (D) y Tricrémica de Mallory
400X (B) y 1000x (C).
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8.5 Conductos de Miiller y de Wolff en embriones con godnada
indiferenciada

Los conductos de Wolft'y de Miiller coexisten casi desde el momento de la oviposicién
y mantienen una estrecha relacién con los mesonefros y con las génadas en desarrollo,
ya que estos conductos posteriormente daran lugar a los sistemas de conductos
sexuales femeninos y masculinos respectivamente (Fig. 16D). Al momento de la
oviposicién (estadio 30) los conductos de Miiller o paramesonéfricos no estan
presentes, a diferencia de los conductos de Wolff o mesonéfricos, los cuales se observan
desarrollados. A partir del estadio 31 los conductos de Miiller se presentan como un
engrosamiento del epitelio celémico en la parte dorsolateral del mesonefros (por fuera
de este) cercanos a los conductos de Wolft (Fig. 17A). En el estadio 32 se inicia la
invaginacién del epitelio celémico lateral que formara el conducto paramesonéfrico a
ambos lados del mesonefros y es hasta el estadio 33 que comienza a ser evidente. En
este punto el conducto presenta una forma eliptica y consiste en una pequefia masa de
células mesenquimaticas sin polaridad ni presencia de luz (Fig. 17A). En su regién
caudal se encuentra en contacto con el conducto de Wolff, el cual se ubica en la parte
lateral periférica de cada uno de los mesonefros (Fig. 17B). Los conductos de Wolff
tienen una forma que va de circular a ovalada, con una luz bien definida. Estan
formados por un epitelio columnar con ntcleos centrales rodeados por una membrana

basal y en su exterior se encuentran revestidos por mesotelio (Fig. 17A y B).

8.6 Conductos de Miiller en hembras

A partir del estadio 34 y hasta la eclosién, el conducto de Miiller en los embriones
hembras se desarrolla. Presenta una forma ovalada o eliptica desde la regién mas
cefdlica hasta la més caudal, en esta tltima porcién pierde el contacto observado
anteriormente con los conductos de Wolff. Durante los estadio 34 a 36, se observan en
el centro células desarregladas con gran actividad mitética lo que le da la apariencia de
epitelio pseudoestratificado, ademés se encuentra rodeado por varias capas de
mesénquima, lo que le da un grosor aproximado de 4 a 5 células (Fig. 17C).En su
interior aparece una pequefia luz en ocasiones no tan definida. En el exterior se
encuentra revestido por mesotelio. En los estadios siguientes (37 en adelante) y en los
recién nacidos su forma es mds eliptica y presenta una luz mas amplia. Es posible
observar una pequefa protuberancia en la parte opuesta a su unién con el mesonefros

(Fig. 17D y 18B). El epitelio ahora se observa columnar simple bajo o ciibico con
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nicleos basales, la luz es mucho mas amplia con respecto a la observada en estadios
més tempranos y bien definida, el nimero de capas de mesénquima que lo rodean es
muy similar al observado anteriormente (Fig. 17D). Al momento de la eclosién, las
capas de mesénquima que se encontraban envolviéndolo son gradualmente
reemplazadas por tejido conjuntivo. Es evidente una mayor amplitud del lumen en la

regioén cefalica con respecto a la regiéon caudal.

8.7 Conductos de Wolff en hembras

En los estadios 34 al 36 los conductos de Wolft se observan bien definidos, presentan
una forma circular desde la regién cefalica hasta la regién caudal y estdn integrados
por células columnares altas que muestran una marcada polaridad alrededor de una luz
amplia y bien definida (Fig. 18A). Se encuentran delimitados por una membrana basal
completa y estdn revestidos por mesotelio. A partir del estadio 87 se observan los
primeros indicios de la regresién en la porcién mas cefalica y caudal del conducto, la
cual inicia con un una lenta obliteracién que se prolonga hasta después de la eclosién,
lo que hace cambiar su forma pasando de circular a eliptica, al mismo tiempo se observa
una considerable pérdida de tamarfio. A partir del estadio 89 las células epiteliales pasan
de columnares a ciibicas en las porciones caudal y cefédlica. A la par de estos eventos se
presenta un ligero desarreglo celular con respecto al observado anteriormente. En el
interior del conducto es posible observar un pequeiio lumen presente hasta después de
la eclosién. Asimismo se da un drastico decremento en su tamafo, por lo que se
observa muy disminuido en comparacién con el conducto de Miiller ahora bien

desarrollado (Fig. 18B).

8.8 Conductos de Miiller en machos

Durante los estadios 34 al 36 el conducto de Miiller se observa en la misma posicién y
con caracterfsticas morfolégicas e histolégicas similares a los embriones hembras de la
misma edad en su regién cefilica y caudal (Fig. 18C). A partir del estadio 37 los
primeros signos de regresién aparecen, se inicia con la pérdida de células epiteliales y
la compactaciéon del mesénquima que rodea el conducto. Este proceso es mds evidente
en el extremo caudal, pero también en el cefdlico. En estas porciones la luz desaparece
dando lugar a cordones celulares que progresivamente aparecen sin células epiteliales
ctibicas. En estadios mas avanzados, en algunas porciones de la regién central

raramente es posible observar una pequefa luz. La pérdida de tamaifio del conducto de
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Miiller se hace evidente, de tal manera que tiene la apariencia de una pequefa masa
celular muy similar a la observada en las etapas indiferenciadas del embrién (Fig. 18D).

En las crias recién nacidas a veces se observa una pequefia reminiscencia

8.9 Conductos de Wolff en machos

A partir del estadio 34 hasta el momento de la eclosién, los conductos de Wolff se
desarrollan. Durante los estadios embrionarios 84 al 36 los conductos de Wolff
mantienen una estructura muy similar a la observada en hembras de la misma edad, es
decir, una forma més o menos circular, un epitelio columnar alto con ntcleos apicales y
una membrana basal bien formada a lo largo del conducto. En los machos estadio
embrionario 37 no se presentan cambios morfolégicos significativos a diferencia de lo
ocurrido en las hembras de la misma edad. Al igual que el conducto de Miiller, el
conducto de Wolft se encuentra rodeado por mesénquima aunque mucho mas
compacto. En los estadios siguientes se observa un ligero decremento en su tamaiio
que se da a la par con la regresién de los mesonefros, los ntcleos de las células
epiteliales dejan de mostrar polaridad hacia el lumen y lentamente cambian su posicién
hasta quedar basales (Fig. 19A y B). En la luz de los conductos es posible observar
material amorto a partir del estadio 40, siendo méds abundante en los recién nacidos y
en las crfas de mayor edad (Fig. 19A y B). Los conductos de Wolff contintan
presentes en el embrién sin mostrar grandes cambios morfolégicos o histolégicos hasta
después de la eclosién. Posteriormente dardn lugar al sistema de conductos sexuales

masculinos.
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Fig. 17. Conducto de Wolff y de Miiller en S. aeneus. (A). Conducto de Wolft en un embrién estadio 31.
Se observa con un epitelio columnar (e), en contacto con él un engrosamiento del epitelio celémico
lateral que dard lugar al conducto de Miiller (#). (B). Conductos de Wolff y de Miiller en un embrién
estadio 33. Se observa el conducto de Miiller en formacién (cM) como una pequefia masa de células
epiteliales en contacto con el conducto de Wolff bien formado. (C). Conducto de Miiller en un embrién

hembra estadio 35 y (D) conducto de Miiller en un embrién hembra estadio 88-39. Se observa de forma
eliptica con una luz central (=), formado por un epitelio de columnar (e), rodeado por varias capas de

mesénquima (M) y una pequefia protuberancia (%) en la parte opuesta a su unién con el mesonefros.

Azul-Rojo 1000x (A y C) y Hematoxilina-Eosina 1000x (B y D).
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Fig. 18. Conducto de Wolff y de Miiller en S. aeneus. (A)Conducto de Wolff en un embrién hembra

estadio 35. Se observa con un epitelio columnar alto y con ntcleos apicales (#). (B). Conducto de Wolff
y de Miiller en un embrién hembra estadio 39. Se observa el conducto de Miiller (¢M) bien desarrollado
con una protuberancia (#) y el conducto de Wolff en regresién (¢W). (C). Conducto de Miiller en un
embrién macho estadio 35. Se observa bien desarrollado con un epitelio columnar (e) rodeado por
mesénquima (M). (D). Conducto de Wolff y de Miiller en un embrién macho estadio 37. Se observa el
conducto de Miiller (¢cM) como un cordén de células muy reducido en comparacién con el conducto de

Wolff (¢W) bien desarrollado. Hematoxilina —Eosina 1000x (A, Cy D) y 400x (B).
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Fig. 19. Conducto de Wolft en §. aeneus. (A). Conducto de Wolft en un macho recién nacido y (B)

conducto de Wolft en un macho de 7 dfas posteclosién. Se observa la presencia de material amorfo en la
luz del conducto (@), el epitelio columnar (e) con niicleos basales (). Tricrémica de Mallory 1000x (A)

y Wood 1000x (B).
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IX. DISCUSION

9.1 Aspectos reproductores

El niimero de huevos por nidada no se vio afectado por el cautiverio debido a que las
hembras estaban gravidas al momento de ser capturadas, por otro lado, el estadio de
desarrollo al momento de la oviposicién y eclosién de las crias coinciden con lo
reportado anteriormente en condiciones naturales para esta especie por Manriquez
(1995) y Gémez-Espejo (2005). No obstante, el periodo y duracién de la gestacién fue
variable; esto se debe a que entre los reptiles existe una considerable variacién en el
tiempo de desarrollo de los embriones (Tabla A), incluso dentro de las poblaciones de
una misma especie. En algunas especies viviparas (ver Robert y Thompson, 2001;
Wapstra et al., 2004; Neaves et al., 2006; Quinn et al., 2007; Radder et al., 2008), pero en
especial en las especies oviparas (ya que una buena parte del desarrollo se lleva a cabo
en un medio externo a la madre), este proceso suele estar muy influenciado por factores
ambientales. Estos factores pueden ser muy diversos, desde los mas comunes como la
temperatura y humedad hasta las caracteristicas fisicas del nido, los cuales ademés de
afectar el perfodo de desarrollo influyen directamente en la sobrevivencia de las crias

(Packard, 1991).

En este estudio las condiciones de temperatura y humedad no fueron controladas,
debido a esto la duracién de cada estadio de desarrollo no pudo ser medida, sin
embargo, el intervalo de incubacién para S. aeneus se obtuvo (51-61 dfas). Este perfodo
de incubacién difiere con el reportado por Guillette (1986) para la misma especie
observado en el campo (12-14 dfas). En la presente investigacién, se observé de manera
empirica que las condiciones de temperatura y humedad influyen el desarrollo de los
embriones de S. aeneus, es decir, aquellos huevos con sustratos hiimedos y calientes se
desarrollaron mas rapidamente que los que tenfan poca humedad y bajas temperaturas,
algo similar se ha observado anteriormente otras especies de reptiles como el

camaleén comun, Chamaeleo chamaeleon (Diaz-Paniagua y Cuadrado, 2003).
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Tabla A. Duracién del periodo de incubacién para varias especies de reptiles (De Goin, 1978).

(*Intervalo de incubacién de Sceloporus aeneus observado en este estudio).

Especies Periodo de incubacidon (dias)
Caretta caretta 31-65
Chelodina longicollis 90-120
Chelydra serpentina 81-90
Eumeces fasciatus 28-49
Lacerta a. agilis 49-84
Sceloporus undulatus 70-84
Sceloporus aeneus™ 51-61
Alsophis cantherigerus 89-97
Coluber constrictor mormon 51-64
Elaphe guttata emoryi 72-T1
Lampropeltis getulus californiae 66-83
Naja naja 69-76
Pituophis m. melanoleucus 59-101
Pituophis m. annectens 64-77

9.2 Desarrollo de la génada indiferenciada

En Sceloporus aeneus como en otras especies de reptiles, la génada esta integrada
bésicamente por dos elementos: las células sexuales y las células somdticas. En general
se ha coincidido en que las células sexuales (ovogonias y espermatogonias) se originan
de las células germinales primordiales; no asi en el caso de los elementos somaticos, los
cuales al parecer pueden derivarse del epitelio celémico, del mesénquima subyacente, o
bien, del blastema mesonéfrico (Forbes, 1956; Raynaud, 1960; Miller, 1963, Dufaure,

1966, Pieau et al., 1999).

La formacién y desarrollo de las génadas en §. aeneus puede dividirse en 2 etapas
principales: la aparicién de la génada indiferenciada o “bipotencial” y la diferenciaciéon
hacia ovario o testiculo. La primera etapa (que precede a la diferenciacién sexual) se
caracteriza por la presencia de células germinales en la génada embrionaria rodeadas
por abundantes células somdticas que en conjunto dan lugar a los cordones sexuales,
muy similar a lo que se presenta en otras especies de reptiles (Risley, 1933; Forbes,
1940, 1956; Marin y Sabbadin, 1966; Miller, 1963; Pieau et al., 1999; Doddamani, 1994,
2006; Neaves et al., 2006). Este perfodo indiferenciado o de bipotencialidad sexual de la
génada es variable entre los distintos grupos de reptiles y entre las distintas especies
(Miller, 1963; Austin, 1988; Doddamani, 1994, 2006). En §. aeneus el periodo

indiferenciado es breve y comprende tres estadios de desarrollo (80-33) tal y como
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ocurre en S. undulatus (Austin, 1988). No obstante, “la génada bipotencial”, distinguible
por una clara regionalizacién de la génada en médula (interna) y corteza (externa) es
evidente Ginicamente durante el estadio 33 en esta especie, mientras que en la lagartija
Calotes versicolor (Doddamani, 1994, 2006) ésta caracteristica se presenta en el estadio

32, en ambas especies ocurre previo a la diferenciacién gonadal.

Durante toda la etapa indiferenciada de la génada en S. aeneus se observan cordones
celulares que se extienden desde los mesonefros (cerca de los corptisculos renales)
hasta entrar en contacto con las génadas. Esta caracteristica ha sido reportada por
Austin (1988) en otra lagartija del mismo género: . undulatus, asi como también en
algunos mamiferos como el ratéon (Dagmar et al., 2007), el conejo (Wartenberg et al,
1991) e incluso en los humanos (Satoh, 1991), por lo que se ha sugerido que los
mesonefros y estructuras presentes en él (tubos mesonéfricos, cdpsula de Bowman y
glémerulo) juegan un papel fundamental en la formacién de la goénada con la
contribucién directa de algunas células capaces de dar lugar a los distintos tipos

somaticos presentes en la génada masculina y femenina.

En especies con DST como las tortugas Lepidochelys olivacea; Chelydra serpentina; Emys
orbicularis; Testudo graeca; el aligator americano Alligator mississippiensis y los tuédtaras
(Sphenodon sp.), las células externas de la capsula de Bowman y de los corptsculos de
Malpigui, asi como las que bordean al rifién mesonéfrico, proliferan y se organizan en
delgados cordones (“rete cords”) que posteriormente en el desarrollo dan lugar a la
rete testis y a la rete ovarii en el testiculo y ovario respectivamente (Pieau ef al., 1999).
De acuerdo con esto, en S. aeneus morfolégicamente se observa una importante y
estrecha relacién entre los mesonefros y las génadas en formacién con la presencia de
la red de cordones hasta estadios avanzados del desarrollo (estadio 36-37), lo cual
sugiere una contribucién activa de este 6rgano en el proceso. Sin embargo, los datos
tinicamente morfol6gicos dificultan llegar a una conclusién general sobre el papel de
los mesonefros en la gonadogénesis de esta especie; por lo que informaciéon
experimental (como la realizada en mamiferos) es fundamental para establecer las

relaciones concretas con este (’)rgano.
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9.3 Diferenciacion sexual

En 8. aeneus, inmediatamente después del periodo de bipotencialidad, inicia
paralelamente en ambos sexos la diferenciacién gonadal durante el estadio 34, hecho
también observado por Austin (1988) en S. undulatus. La diferenciacién simultdnea
hacia ovario o testiculo se da en varias especies de reptiles como las lagartijas Xantusia
vigilzs (Miller, 1963); Calotes versicolor (Doddamani, 1994, 2006) y Niveoscincus ocellatus
(Neaves et al., 2006) y la tortuga de caparazén blando, Apalone spinifera (Greenbaum y
Carr, 2001); entre otras. No obstante, el inicio de este proceso durante el desarrollo
embrionario varfa considerablemente entre especies. Por otro lado, existen reptiles en
los cuales este proceso no esté sincronizado y el desarrollo de uno u otro sexo ocurre
antes o después, por ejemplo: el cocodrilo de agua salada, Crocodylus porosus (Smith y
Joss, 1994); el aligator americano, Alligator mississippiensis (Forbes, 1940); y el lucién,

Anguais fragilis (Raynaud y Pieau, 1985) entre otras.

En las hembras de S. aeneus, es claramente visible la proliferaciéon del epitelio cortical al
momento de su diferenciacién en el estadio 84. La corteza se observa constituida por
ovogonias, ovocitos tempranos y células sométicas ain no diferenciadas. En la parte
medular se observan escasas células germinales, fibras de tejido conjuntivo y células
somaticas. Durante el desarrollo progresivo del ovario, las ovogonias se vuelven maés
abundantes y son observadas frecuentemente en proliferacién principalmente en la
parte dorsal y ventral de la corteza ovdrica junto con algunos ovocitos desde estadios
tempranos (35-36). Estas mismas caracteristicas del ovario embrionario fueron
descritas por Austin (1988), quien sugiere que la zona dorsal de concentracién de
ovogonias y ovocitos probablemente da lugar a uno de los dos lechos germinales en S.
undulatus. Una regién similar (a la ventral en S. aeneus) ha sido reportada por Diaz-
Judrez (2008) en crias recién nacidas de iguana negra (Ctenosaura pectinata) y se refiere
a ella como “un nicho germinal”. Con base en estas observaciones, es posible que las
areas de proliferacién de ovogonias y ovocitos descritas en el presente trabajo se traten

de los dos futuros lechos germinales presentes en el ovario adulto de S. aeneus.

En concordancia con lo observado en S. undulatus (Austin, 1988) durante el desarrollo
del ovario, en §. aeneus se presenta una “meiosis inmediata” en el estadio 34 (justo
cuando la diferenciacién de la génada ha comenzado).En la lagartija tropical Calotes

versicolor (Doddamani, 1994) los primeros ovocitos desnudos son observados durante el
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estadio 35, mientras que en Xantusia vigilis (Miller, 1963) éstos se observan en

embriones de 7 mm de longitud.

El inicio de la foliculogénesis en S. aeneus se presenta durante el estadio 38, con la
entrada en contacto de las células granulosas con los ovocitos como ocurre en Anolis
carolinensis (Forbes, 1956) y Xantusia wvigilis (Miller, 1963); no obstante, los primeros
toliculos primordiales son observados varios dias después de la eclosién como en las
hembras de 8. wndulatus (Austin, 1988), Calotes versicolor (Doddamani, 1994),

Niveoscincus ocellatus (Neaves et al., 2006) y Ctenosaura. pectinata (Diaz-Juarez, 2008).

La diferenciacién de la génada hacia testiculo es claramente visible a partir del estadio
34, con el inicio de la formacién de los cordones testiculares en la médula y la regresién
de la corteza. El inicio de la diferenciacién del testiculo se da mas lento en comparacién
con el ovario; sin embrago, en los estadios siguientes, el desarrollo del testiculo se
acelera, de tal manera que los cambios celulares y morfolégicos se dan mas rapido que
los de su contraparte. Desde el estadio 385 hasta la eclosién, pueden ser observados en
la periferia del testiculo embrionario algunos cordones testiculares con una pequefia
luz central, coincidiendo con lo observado en el testiculo de S. undulatus (Austin, 1988)
y de Calotes. versicolor (Doddamani, 2006) y que posiblemente se deba a una disposicién
mas laxa de los cordones testiculares en esta zona a diferencia de la parte central en

donde se encuentran mas compactados.

Las espermatogonias son observadas frecuentemente en estadios tempranos dentro de
los cordones testiculares y posteriormente se vuelven mas abundantes. Al igual que en
los machos de Xantusia vigilis (Miller, 1963), S. undulatus (Austin, 1988) y Calotes
versicolor (Doddamani, 2006) estas células no entran a la meiosis hasta después del
nacimiento. Por otro lado, las células de Sertoli son reconocibles morfolégicamente
desde el estadio 37, lo que coincide con el desarrollo testicular en otras lagartijas como
Xantusia. vigilis (Miller, 1963), Lacerta sicula (Chietfi y Botte, 1966), Anguis fragilis
(Raynaud, 1960), Lacerta viridis (Raynaud y Pieau,. 1970) y S. undulatus (Austin, 1988).
En el intersticio, las células de Leydig se encuentran formando pequefios grupos a
partir del estadio 38 en S. aeneus, y son identificables por su morfologfa y disposiciéon
cerca de vasos sanguineos. En los machos de S. wndulatus (Austin, 1988) y otras
lagartijas (Raynaud y Pieau, 1985), este tipo celular es evidente inicamente poco antes

de la eclosién.

44



Por otro lado, las células miodes peritubulares presentan un desarrollo mas lento que
el resto de los tipos celulares y apenas son visibles en el estadio 38. Pueden reconocerse
morfolégicamente por su forma plana y por su ubicacién paralela a la lamina basal de

los cordones testiculares.

La comparacién en los tiempos de diferenciacién sexual durante el desarrollo entre
lagartijas y otros reptiles se dificulta principalmente por la utilizacién de diferentes
métodos de clasificaciéon embrionarios. En algunos trabajos ésta se hace con base en
diferentes pardmetros como: dfas de incubacién (ver Raynaud y Pieau, 1985), longitud
de los embriones (ver Miller, 1963; Forbes, 1940); masa (g) (ver Raynaud y Pieau,
1985) y algunas estructuras externas como las extremidades, los ojos, etc. (ver Dufaure
y Hubert, 1961). Sin embargo, los dfas de incubacién, la longitud y la masa de los
ejemplares no suele ser un buen punto de referencia dado que estas caracteristicas
varfan considerablemente entre las distintas especies. Por ello, la creacién de una
clasificacién general del desarrollo de los reptiles (conjuntando toda la informacién
disponible de los diferentes grupos) se hace necesaria para comparaciones futuras mas

precisas que tomen como punto de partida los mismos parametros.

9.4 Desarrollo de los conductos reproductores

Durante el periodo indiferenciado en S. aeneus, los conductos reproductores
(mesonéfricos o de Wolft y paramesonéfricos o de Miiller) coexisten en los embriones
de machos y hembras casi desde la oviposiciéon (estadio 30 y 31) hasta el estadio 36;
después del cual el inicio de la regresién de uno u otro se hace evidente; por lo que la
presencia de ambos conductos en los embriones se extiende més alla del comienzo de la
diferenciacién gonadal. Al momento de la oviposicién es posible observar en los
embriones indiferenciados el conducto de Wolff bien desarrollado a diferencia del
conducto de Miiller, el cual estd en proceso de formacién y se presenta apenas como un
engrosamiento del epitelio celémico lateral del mesonefros en el estadio 31. El hecho
de que el conducto de Wolft se encuentre bien desarrollado al momento de la
oviposicion en esta especie sugiere que al igual que en otros vertebrados, sirve como el

principal conducto excretor embrionario (Wilson et al, 1981; Lawrence et al., 1992).
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El epitelio que da origen al conducto de Miiller comienza su invaginacién en el estadio
32 y estd perfectamente formado en el estadio 34. Una evolucién similar de este
conducto se presenta en S. undulatus (Austin, 1988) y en Niveoscincus ocellatus (Neaves et
al., 2006). Mientras que en Alligator mississipprensis, el primordio de este conducto se
presenta en embriones de 10 mm de longitud, es decir, mucho més temprano en el
desarrollo (Forbes, 1940). En los embriones femeninos el conducto de Miiller crece en
tamafio y se desarrolla de tal manera que adquiere numerosas capas de mesénquima y
una forma eliptica con una luz amplia y bien delimitada. Por otro lado, el conducto de
Wolft que hasta el estadio 36 se encontraba bien desarrollado en los embriones
femeninos de S. aeneus, comienza su regresion a partir del estadio 37, con una lenta,
pero considerable pérdida de tamaro y desarreglo de sus componentes celulares, atin a
lo reportado por Austin (1988) en S. undulatus. La regresiéon del conducto mesonéfrico
se da en direccién céfalo-caudal, pero también caudo-cefalica como en el pollo y el
caimin (Austin, 1989). Este proceso degenerativo del conducto de Wolft se prolonga

hasta la eclosién y es posible observar rara vez alguna reminiscencia.

En los embriones masculinos de . aeneus, la coexistencia de ambos conductos
reproductores se da de igual forma que en su contraparte femenina. En los machos, el
conducto de Wolff se desarrolla y mantiene una forma y tamaiio similar a la observada
en estadios mas tempranos. En el estadio 40, en los recién nacidos y en crias de
algunos dfas posteclosién se observa la presencia de un material amorfo en la luz del
conducto, el cual podria tratarse de algin tipo de secrecién. Esta particularidad ha
sido reportada en los conductos de Wolff de los embriones de ratén (Néjera, 2001). Por
otro lado, el conducto paramesonéfrico inicia su regresién en el estadio 37 (paralelo a la
diferenciaciéon de las células de Sertoli en los cordones testiculares) mostrando una
pérdida de tamario, desarreglo en sus células, apoptosis y en general, las mismas
caracterfsticas del conducto de Wolff en regresién en los embriones hembras, pero en
comparacién con este tltimo, los eventos degenerativos del conducto de Miiller se dan
de manera mas rapida. Estos sucesos en el desarrollo de los conductos reproductores
en los embriones femeninos y masculinos de S. aeneus coinciden con lo observado en
otras especies de reptiles (Forbes, 1940; Raynaud y Pieau, 1985; Austin, 1988, 1989),

incluso en otros vertebrados (N4jera, 2001).
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X. CONCLUSIONES

® Las hembras de la especie S. aeneus depositan sus huevos entre el estadio de

desarrollo 30 y 31 y la eclosién de los mismos se da en el estadio 40.

® I] periodo de incubacién de los huevos de S. aeneus es de 51-61 dias (a 25-30° C de

dfa y 23° C por la noche).

® Ll desarrollo temprano de las génadas y de los conductos reproductores es igual en
ambos sexos. Los embriones pasan por un estado sexual indiferenciado, en el cual los

primordios de las estructuras masculinas y femeninas estin presentes.

e Al momento de la oviposiciéon (estadio 30 y 31) se observa la presencia de una
génada indiferenciada o “bipotencial” que se prolonga hasta el estadio de desarrollo 33,

por lo que el periodo de bipotencialidad sexual es breve en esta especie.

® Los primeros signos de diferenciacién del ovario ocurren el estadio 34 con la

proliferacién del epitelio cortical y el comienzo de la regresién medular.

® Los primeros signos de diferenciacién del testiculo ocurren en el estadio 34 con el

comienzo de la formacién de los cordones seminiferos y la degeneracién de la corteza.

® K] desarrollo del ovario y sus componentes celulares (células granulosas, células
tecales, etc.) se da manera mas lenta en relacién al desarrollo del testiculo y sus

componentes celulares (células de Sertoli, células de Leydig, etc.).

® L] comienzo de la foliculogénesis ocurre en las hembras después de su nacimiento

(40 dfas después aproximadamente).

® Kl conducto de Wolff se encuentra bien desarrollado al momento de la oviposicién

en contraparte al conducto de Miiller, el cual se hace evidente hasta el estadio 33.

e El conducto de Wolft y de Miiller coexisten durante un perfodo relativamente
extenso en los embriones de ambos sexos (hasta el estadio 36); sin embargo, la
regresion del conducto de Miiller se da de manera mas rapida en los machos de lo que

sucede con el conducto de Wollf en las hembras.
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XI. RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

El presente trabajo documenta la diferenciacién y desarrollo del sistema reproductor
(en especial de la génada) en la especie S. aeneus. Actualmente se sabe poco sobre los
mecanismos complejos que controlan este proceso en lagartijas y en general en
vertebrados; por ello, esta tesis contribuye al conocimiento y entendimiento de este
tenémeno biolégico, sentando una base morfolégica sobre los acontecimientos
particulares que ocurren en el sistema reproductor durante el desarrollo embrionario
de esta especie de lagartija. Lo anterior resulta de gran utilidad en el planteamiento de

tfuturas investigaciones méas detalladas sobre este tépico.

A pesar de ser un buen pardmetro, la descripcién morfolégica de las células somaticas
que forman parte de los distintos componentes gonadales, tanto ovaricos como
testiculares, no resulta suficiente para determinar la diferenciacién completa de estos

elementos. Por lo anterior, se recomienda:

Realizar estudios cito e histoquimicos que permitan establecer la relacién entre la
morfologia y la fisiologia celular de manera mas certera. Asimismo, estudios sobre
morfogénesis gonadal con microscopia electrénica y expresién genética para

determinar los genes relacionados con la diferenciacién sexual.

Explorar el uso de nuevas técnicas como la inmunohistoquimica para establecer linajes
celulares (células germinales primordiales y somadticas: Sertoli, Leydig, tecales,

granulosas).

Hacer investigacién experimental sobre los efectos de agentes externos (temperatura,
humedad, altitud, disponibilidad de recursos, etc.) e internos (hormonas, genes, etc.)
sobre el desarrollo embrionario en las distintas especies de reptiles con base en el

conocimiento previo del desarrollo embrionario en condiciones naturales.
El estudio de los aspectos ontogénicos en los distintos grupos de reptiles (tortugas,

cocodrilos, lagartijas, serpientes, tudtaras), requiere de un trabajo colectivo, y se

pueden coordinar e integrar acciones para:
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Elaborar y validar un sistema de caracterizacién embrionaria para cada grupo de
reptiles que incorpore el andlisis del desarrollo embrionario de las especies conocidas
con base en las mismas caracteristicas (histolégicas, morfométricas, etc.) que permitan
hacer comparaciones futuras mas precisas entre los distintos grupos de reptiles y entre

otros vertebrados.
Promover en interés en el conocimiento de diversos aspectos reproductivos a nivel

ecoloégico, morfolégico y fisiolégico tomando como modelo a los diferentes grupos de

reptiles para andlisis posteriores de biologia comparada y evolutiva.
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XIII. APENDICES

13.1. Método de colecta para lagartijas (vara con lazada)

Este método consiste en el uso de una vara larga, en cuyo extremo se coloca una
cuerda en forma de asa o lazada, que se introduce en el cuello de la lagartija y se tira

con rapidez hacia arriba o hacia atras del animal. Este método es de gran eficacia para

recolectar organismos vivos (Casas-Andreu ef al,, 1991).
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13.2 Resumen de la clasificacion de desarrollo embrionario basada en
Dufaure y Hubert (1961).

ESTADIO DE
DESARROLLO

CARACTERISTICAS

ESQUEMA

ESTADIO 30

Embriones con 50 pares de somitas,
muiiones de los miembros bordeados por
una pequefia cresta y comienzo de la

pigmentacion de los ojos

ESTADIO 31

Embriones con los mufiones de las
extremidades aplanados en su porcién
més distal constituyendo la “paleta”, ojos

més prominentes y pigmentados

ESTADIO 32

Embriones con miembros que se
distinguen en dos regiones: zeugopodio y
estilopodio y la regién parietal comienza

a aparecer

ESTADIO 33

Embriones con pérpados circulares que
comienzan a desarrollarse, mandibula
inferior en formacién y digitos de la
paleta de las extremidades en

diferenciacion

ESTADIO 34

Embriones con dedos diferenciados en
cada una de las paletas de las
extremidades, el ojo presenta algunas

papilas esclerdticas y narinas formadas

ESTADIO 35

Embriones con dedos individuales unidos
por una membrana con presencia de
puntos de pigmento que se concentran en
los extremos, mandibula inferior
totalmente formada y ojo pineal con un

circulo pigmentado
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ESTADIO 36

Embriones con diferenciacién de algunas
escamas del cuerpo, dedos de los
miembros totalmente individualizados y

pigmentados en los margenes de las ufias

ESTADIO 37

Embriones con los dedos totalmente
libres desde la palma, unias diferenciadas,
con algunas escamas contorneando las
patas, parpado desarrollado y cabeza con

puntos de pigmento

ESTADIO 38

Embriones con escamas del cuerpo muy
evidentes, dedos totalmente separados
con ufas bien diferenciadas, globos
oculares no tan prominentes y el borde

interno del parpado casi llega al cristalino

ESTADIO 39

Embriones con dedos cubiertos de
escamas ain no diferenciadas, escamas del
cuerpo pigmentadas y las de la cabeza

empiezan a diferenciarse

ESTADIO 40

Embriones con pigmentacién igual a la
del nacimiento, escamas de los miembros,
la cabeza y el cuerpo totalmente

diferenciadas y pigmentadas
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13.3 Técnica histolégica

1. Seleccionar la muestra.

2. Fijar la muestra: la finalidad de la fijacién es preservar los tejidos de forma similar
a su estado “in vivo” y aumentar la dureza de la muestra para facilitar su posterior

corte. Los fijadores usados en este estudio fueron bouin y formol al 10% neutro.

3. Lavar la muestra: la finalidad es eliminar los excesos de fijador.

4. Incluir en parafina: la finalidad es endurecer la muestra homogéneamente para
poder obtener cortes finos de ella. Comienza con la *deshidratacién de la muestra, la
cual se coloca en alcoholes de gradacién creciente (30°, 40°, 50°, 60°, 70° 80° 90°
absoluto). Posteriormente se pasa por un disolvente para aclarar (xilol) y por una
mezcla de parafina-xilol y parafina. Finalmente la muestra se introduce y acomoda en
parafina liquida hasta que queda totalmente embebida. Una vez que se endurece la

parafina se obtiene un bloque sélido que contiene la muestra.

5. Cortar la muestra: el bloque se coloca en el microtomo y se realiza el corte de la
muestra con el grosor deseado (5 pum). Los cortes resultantes se extienden en un
portaobjetos y se montan en bafio Marfa con gelatina para que se adhieran bien al

portaobjetos.

6. Teiiir los cortes: la finalidad es resaltar las estructuras de interés. Se procede a
hacer la tincién deseada (hematoxilina-eosina, azul alciano-rojo ntcleo resistente,
tincion de Wood, tricrémica de Masson y tricrémica de Mallory).

7. Observar los cortes al microscopio dptico.

* Los tiempos de deshidratacién y aclaracién varfan de acuerdo al tamano de la

muestra.
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13.4 Tinciones
a) Hematoxilina de Gill- eosina

Los cortes que se tifieron se colocaron en:

Estufa durante 10 minutos a 56° C

Xilol 20 minutos (en dos recipientes diferentes, 10 minutos en cada uno).
Absoluto/xilol 1-3 minutos

Absoluto 1-3 minutos

Alcohol 96° 1-8 minutos

Alcohol 70° 1-8 minutos

Alcohol 50° 1-8 minutos

Agua destilada 1-3 minutos

Hematoxilina- eosina (10-15 minutos)

10. Agua destilada (para eliminar los excesos de colorante)
11. Alcohol 96°

12. Absoluto

138. Absoluto/ Xilol

14. Xilol

15. Xilol

16. Montaje con resina sintética

© XTI

*Hematoxilina de Gill

-Agua destilada 750 ml

-Etilenglicol 250 ml

-Hematoxilina (polvo) 2 g

-Yodato de sodio 0.2 g

-Sulfato de aluminio 17.6 g

-Acido acético glacial 20 ml 6 4cido citrico 1g

Se agregan en el orden que estidn los reactivos, se ponen en agitacién una hora a
temperatura ambiente y se filtra.

* FEosina acuosa

-Eosina amarilla 1 g
-Agua destilada 100 ml

Se disuelve la eosina en el agua destilada y se filtra.
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b) Azul alciano-rojo niicleo resistente

Los pasos del 1 al 8 son los mismos (estufa, xilol, alcoholes y agua destilada)

9. Acido acético al 3% 3 minutos

10. Azul alciano 30 minutos

11. Agua corriente (rapido)

12. Agua destilada (rapido)

13. Rojo ntcleo resistente 3-5 minutos
14. Agua corriente (para eliminar los excesos de colorante)
15. Alcohol 96°

16. Absoluto

17. Absoluto/ Xilol

18. Xilol

19. Xilol

20. Montaje con resina sintética

*Azul alciano

-Azul alciano 1g
-Acido acético al 3% 100 ml

Se disuelve el azul de alcino en el 4cido acético, el pH debe ser de 2.5
*Rojo ntcleo resistente

-Rojo ntcleo resistente 0.1g
-Sulfato de aluminio al 5% 100 ml

Se hierve lentamente, se enfria, se filtra y se aflade un grano de timol.
c¢) Tincién de Wood (Doddamani, 2000)

Los pasos del 1 al 8 son los mismos (estutfa, xilol, alcoholes, agua destilada)

9. Colorante de Wood 2-5 minutos

10. Agua destilada (para eliminar los excesos de colorante)
11. Alcohol 96°

12. Absoluto

13. Absoluto/ Xilol

14 Xilol

15. Xilol

16. Montaje con resina sintética

* Colorante de Wood
-Fosina amarillenta acuosa al 1%
-Azul de anilina acuoso al 0.5%

-Buffer de acetato 5 M pH 4.0

Se mezcla todo en una proporcién 1:1.



d) Tricrémica de Masson

Los pasos del 1 al 8 son los mismos (estufa, xilol, alcoholes, agua destilada)

9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24
25.

Bouin toda la noche o 1 hora a 56° C

Lavar el agua corriente 10 minutos

Lavar en agua destilada

Hematoxilina férrica 15 minutos

Agua corriente (para eliminar los excesos de colorante)
Agua destilada

Escarlata de Biebrich 1 minuto

Agua destilada

Acido tosfotiingstico- fosfomolibdico 15 minutos
Azul de anilina 6 verde répido 30-40 minutos
Agua destilada (rapido)

Alcohol 96° (répido)

Absoluto

Absoluto/ Xilol

Xilol

Xilol

Montaje con resina sintética

*Hematoxilina férrica

-Solucién acuosa de cloruro férrico al 29% 4 ml
-Agua destilada 95 ml
-Acido hidroclorhidrico concentrado 1 ml

* Escarlata de Biebrich

-Solucién acuosa de escarlata de Biebrich al 1% 90 ml
-Solucién de fuscina 4cida al 1% 10 ml
-Acido acético glacial 1 ml

*Azul de anilina

-Azul de anilina 2.5 g
-Acido acético glacial 2 ml
-Agua destilada 100 ml

*Acido tosfotingtico-fosfomolibdico

-Acido fosfomolibdico 5 g
-Acido fosfottingstico 5 g
-Agua destilada 200 ml
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e) **Tricréomica de Mallory

Los pasos del 1 al 8 son los mismos (estufa, xilol, alcoholes, agua destilada)

9. Tiosulfato de sodio (hiposulfito) al 2.5% 5 minutos
10. Lavar el agua corriente 15 minutos

11. Fuscina 4cida al 1% 5-10 minutos

12. Agua destilada (rapido)

13. Acido fosfomolibdico al 1% 3-5 minutos

14. Solucién compuesta 5-10 minutos

15. Agua destilada (para eliminar los excesos de colorante)
16. Alcohol 96° (répido)

17. Absoluto

18. Absoluto/ Xilol

19. Xilol

20. Xilol

25. Montaje con resina sintética

*Fuscina 4cida al 1%

-Fuscina é4cida 1g
-Agua destilada 100 ml

*Solucién compuesta
-Azul de anilina 0.5 g
- Orange G 2¢g

-Acido oxalico 2 g
-Agua destilada 100 ml

**Para esta técnica se requiere que las muestras estén fijadas en Senker o formol.

f) Fijadores

*Bouin

-Solucién acuosa saturada de acido picrico 30 ml
-Formol 10 ml

-Agua destilada 2 ml

*Formol al 10%

-Formol 10 ml
-Agua destilada 90 ml
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XIV. GLOSARIO

Capsula de Bowman: envoltura externa del glomérulo en forma de copa ubicada en el
del rifién de todos los vertebrados.

Celoma: Cavidad en el embrién de los celomados de la que se originan las principales
cavidades del cuerpo.

Células de Leydig: células de forma redonda o poligonal situadas en el intersticio
entre los tibulos seminiferos de los testiculos. Contiene un ntcleo central y un
citoplasma muy eosinéfilo, son las encargadas de sintetizar testosterona.

Células de Sertoli: células columnares que tapizan los conductos seminiferos de los
testiculos que producen una proteina, la ABP (Androgen Binding Protein) para fijar la
testosterona y la hidroxitestosterona producidas fuera del testiculo y que son
necesarias para la maduracién de las células germinales. Sus funciones conocidas
incluyen la fagocitosis de los restos celulares producidos durante la diferenciacién de
las células germinales, sustento fisico en el proceso de diferenciaciéon, formacién de la
barrera hematotesticular y mantenimiento del microambiente tubular para la correcta
proliferacién y diferenciacion de las espermatogonias primitivas.

Células germinales primordiales: células germinales de origen extraembrionario;
precursoras de los gametos masculino y femenino. Constituyen el tnico linaje celular
capaz de transmitir el genoma a la siguiente generacion.

Células granulosas: células responsables del desarrollo del gameto femenino en el
ovario. Derivan de las células epiteliales celémicas de la cresta gonadal. Las células
granulosas forman una capa simple alrededor de los ovocitos en el foliculo ovérico
primordial e inician la formacién de un disco proligero de miultiples capas rodeando el
6vulo en el foliculo de Graaf. La principal funcién de las células granulosas son la
produccién de esteroides.

Células somaticas: células que forman el conjunto de tejidos y 6rganos de un ser vivo,
procedentes de células madre originadas durante el desarrollo embrionario y que pasan
por un proceso de proliferacién celular, diferenciacién celular y apoptosis

Células tecales: células del estroma aplanadas que forman una cubierta fuera de la
ldmina basal, revistiendo el foliculo ovdrico maduro. Las células tecales son
esteroidogénicas y producen principalmente andrégenos, que sirven como precursores
de los estrégenos en las células granulosas.

Conducto mesonéfrico: conducto embrionario que comienza con los rudimentos del
rinén pronéfrico y que se desarrolla para formar el sistema de conductos masculino: el
epididimo, el conducto deferente y su ampolla, asi como las vesiculas seminales y el
conducto eyaculatorio.

Conducto paramesonéfrico: conducto embrionario que emerge como una bolsa

peritoneal, se extienden caudalmente uniéndose al seno urogenital y se desarrolla en el
sistema de conductos femeninos: los conductos uterinos y ttero.
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Cordones seminiferos: estructuras macizas observadas dentro del testiculo
embrionario, constituidas por espermatogonias y células somaticas del tipo pre-Sertoli.

Cordones sexuales: estructuras macizas dentro de las génadas indiferenciadas,
constituidas por grupo de células germinales y somaticas ordenadas longitudinalmente
en forma de cordén.

Corpuisculo renal: unidad anatémica funcional del rifién de los vertebrados donde
radica la funcién de filtracién del plasma sanguineo. Estd constituida por el ovillo
capilar glomerular y la cdpsula de Bowman. Posee una forma estérica y tiene un polo
vascular por donde entran y salen la arteria aferente y eferente, y un polo urinario en la
zona opuesta, que conecta con el tibulo proximal

Cresta gonadal: estructuras pares en forma de pliegue, constituidas por células
mesenquimadticas, células germinales y revestidas por epitelio celémico. Se desarrollan
en el mesonefros a partir del mesodermo intermedio y dan lugar a la génada femenina
y masculina.

Cromosomas heterdlogos: cromosomas que forman un par con otro de distinta
estructura y distintos alelos y que se recombinan durante la meiosis. En mamiferos

Cromosomas homologos: cromosomas que forman un par y se recombinan durante la
meiosis. Tienen la misma estructura y los mismo loci pero distintos alelos, ya que cada
uno de ellos procede de un progenitor.

Desmosoma: estructura de la membrana celular especializada para la adhesién entre
células contiguas .

Espermatogonias: célula germinal masculina de la cual derivan, por divisiones
sucesivas, los espermatocitos.

Estroma: trama o armazén de un tejido u érgano, que sirve para sostener entre sus
mallas los elementos celulares y extracelulares que sustentan la cohesividad particular
de cada tejido y colabora con la histoarquitectura de un érgano.

Factores epigenéticos: mecanismos fuera del gen o genes que alteran la expresién de
estos 'y pueden cambiar el fenotipo.

Foliculo ovérico: estructura bésica de la corteza del ovario que contiene un ovocito.
Los ovocitos estan constituidos por una capa de células granulosas que proporciona un
microambiente nutricional. El nimero y tamafio de foliculos es variable dependiendo
de la edad y estado reproductivo.

Goénada: estructura anatémica que constituye el érgano reproductor de los animales,
aqui se producen los gametos o células sexuales masculinas y femeninas. En los
vertebrados desempefia una funcién endocrina por lo que se le conoce también como
glandula sexual.

Gononefrotomo: tejido en el extremo del somita a partir del cual se forman las
génadas y el aparato excretor
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Intersticio: Hendidura o espacio intercelular, por lo general pequefio que media entre
dos cuerpos o entre dos partes de un mismo cuerpo. Esta compuesto por filtrado de
plasma con proteinas, donde puede haber o no una pequena cantidad de células

Lamina basal: una fina capa de matriz extracelular que separa el tejido epitelial y otros
tipos celulares del tejido conectivo.

Lecho germinal: es una pequefia regién dentro de la superficie del ovario que consiste
de ovogonias en divisién, ovocitos desnudos y foliculos primordiales. El nimero de
lechos germinales presentes en cada ovario varfa de acuerdo a la especie de lagartija.

Mesénquima: tejido conjuntivo embrionario que forma la mayor parte del mesodermo
del que derivan tanto los tejidos conectivos y musculares del cuerpo como los vasos
sangufineos y linfaticos.

Mesenterio: membrana serosa que constituye un repliegue plano del peritoneo,
principalmente de tejido conjuntivo, que contiene numerosos vasos sanguineos y
linfaticos con destino a las visceras abdominales, y que une al estémago y el intestino
con las paredes posteriores del abdomen, dando asi posicionamiento a estos érganos
digestivos

Mesodermo: capa u hoja media embrionaria de las tres en que se disponen las células
del blastodermo después de haberse efectuado la segmentacion

Mesonefros: uno de los tres brotes nefrales (estructuras excretoras) que se forman
sucesivamente durante el desarrollo embrionario de los amniotas y que constituye el
sistema excretor definitivo en la mayoria de los peces y en los anfibios.

Ovogonias: célula germinal femenina de la cual derivan, por divisién meidtica, los
ovocitos.

Protrusién: avance anormal de un tejido, tumor u érgano, por aumento de volumen o
por una causa posterior que los empuja.

Somitas: cada uno de los segmentos longitudinales en que se divide el mesodermo del
tronco del embrién y que dan lugar por delaminacién, fusién y migracién al esqueleto
axial, la dermis dorsal y los misculos de la espalda, la pared del cuerpo y las
extremidades.

Tubos seminiferos: estructuras ubicadas dentro del testiculo en forma de tubo (con
una luz central) con paredes constituidas por espermatogonias y células de Sertoli. Las
espermatogonias al dividirse por meiosis dan lugar a los espermatozoides que se
liberan en la luz del tibulo después del proceso de espermiogénesis.

Tejido conjuntivo: tipo de tejido fundamental integrado por células de diversos tipos,
en su mayorfa de origen mesenquimatico, situadas en una matriz intercelular
constituida por diversos tipos de fibras proteicas, llamadas fibras conjuntivas,
embutidas en una sustancia fundamental amorfa. El tejido conjuntivo se encuentra
rellenando los espacios entre otros tejidos o formando el estroma.
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