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RESUMEN

En los saurios el patrén de desarrollo sexual es un proceso altamente conservado,
en ambos sexos: las gonadas, conductos y genitales externos se desarrollan en el
ultimo tercio de la etapa embrionaria y existen evidencias de que la actividad del
testiculo u ovario desencadenan la diferenciacion sexual de los conductos y
genitales externos. Sin embargo, recientemente se encontré que en Barisia imbricata
existe heterocronia entre el desarrollo gonadal y el desarrollo/regresién de los

genitales externos en machos y hembras respectivamente.

En este trabajo se caracterizd histolégica e histoquimicamente el complejo
gonada-adrenal-mesonefros de recién nacidos y el complejo gdénada-adrenal de
juveniles de cuatro meses de vida posnatal de la lagartija vivipara Barisia imbricata.
En los recién nacidos y juveniles se extrajo quirurgicamente el complejo génada-
adrenal-mesonefros y génada-adrenal, respectivamente. En el complejo derecho se
realizé la histologia utilizando la técnica de Hematoxilina-Eosina y en el izquierdo
una técnica histoquimica para determinar la actividad A>*3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa, una enzima involucrada en la sintesis de esteroides sexuales y en
los machos de cuatro meses de edad el ensayo para la 17 Cetoreductasa (enzima

directamente involucrada en la sintesis de andrégenos).

El estudio revel6 que las gonadas de los recién nacidos de B. imbricata presentan
caracteristicas histoldégicas generales de ovario y testiculo, pero que no son activas
esteroidogenicamente, sino hasta el cuarto mes de edad, en contraste con otros
saurios donde las génadas adquieren la capacidad esteroidogénica en la vida
embrionaria. En cambio, la glandula adrenal de los recién nacidos de B. imbricataes
capaz de sintetizar esteroides sexuales y los juveniles de cuatro meses ya producen
androgenos. Sin embargo, se desconoce cual es la funcion de este esteroide ya que
no hay diferencias morfolégicas en los genitales externos de ambos sexos. De
acuerdo con los resultados obtenidos podemos afirmar que hay heterocronia en la
diferenciacién de las células de Leydig, inicia en la etapa embrionaria y concluye en
la vida posnatal temprana. Estas observaciones sugieren que aunque es importante
la presencia de hormonas sexuales para la diferenciacion de los genitales externos
(formaciodn del clitoris en las hembras, desarrollo de los penes en los machos) el otro

factor determinante es la presencia de sus respectivos receptores.
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INTRODUCCION

Los anfibios fueron los primeros vertebrados que exploraron e intentaron colonizar
la tierra, pero sin mucho éxito, pues no podian alejarse demasiado del ambiente
acuatico, ya que necesitan de éste para reproducirse y evitar la desecacion de los
huevos. En cambio, otro grupo de vertebrados (los reptiles) fueron los verdaderos
colonizadores de la tierra. Para lograrlo debieron implementar varias adaptaciones,
como modificar la estrategia reproductora (copula y tipo de huevo) lo que les

permitio colonizar la tierra (Goin et al., 1978).

Origen y evolucion de los reptiles

La clase Reptilia tuvo su origen en un grupo muy ligado a la clase Amphibia: el
clado Reptiliomorpha. Dentro de éste hay un grupo conocido como anthracosauria
laberitntodontos, el cual agrupa a tetrapodos que poseen caracteristicas de anfibio y
de reptil. Por la gran similitud en craneo, vértebras y extremidades con los primeros

reptiles, estos se consideran como sus ancestros mas probables (Goin et al., 1978).

Aun cuando no se sabe con certeza cual fue el primer amniota, se han propuesto

candidatos, como: Solenodonsaurus, Westlothiana y Casineria (Carroll, 1991).

Los reptiles mas antiguos de los que se tiene registro fésil son: Paleothyris,
Protoclepsydrops e Hylonomus (Fig. 1). Habitaron durante el Carbonifero Superior
(aproximadamente 312 millones de afos. En Joggins, Nueva Escocia). Eran
terrestres agiles de talla pequena (longitud hocico-cloaca 15-25 cm), un alto grado
de osificacion, extremidades bien desarrolladas y similares a los escamosos
actuales (Canoville y Laurin, 2010; Vitt y Caldwell, 2014).
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Figura 1. Hylonomus lyelli, reptil mas antiguo, Nueva Escocia. Tomado de Carroll y Baird 1972.

El florecimiento y dominacién del clado Reptilia fue durante la era mesozoica (la
rigueza de fésiles en esta era refleja la asombrosa diversidad y radiacion que
tuvieron) siendo los animales terrestres y voladores mas abundantes; no fue asi en
medios acuaticos; sin embargo, fueron grandes depredadores en todos los
ambientes. Para lograr tal diversidad y abundancia debieron desarrollar para cada




Determinacion de la actividad esteroidogénica de la gbnada de recién nacidos y
juveniles de la lagartija vivipara Barisia imbricata.

ambiente varias adaptaciones (Vitt y Caldwell, 2014), a pesar de éstas, casi por

completo se extinguieron, en lo que se denomin6é “la gran extincidn masiva del

Cretacico-Terciario”, hace 65 millones de anos aprox.(Archibaldn y MaclLeod, 2007).

Entre las adaptaciones evolutivas que permitieron la independencia del ambiente
acuatico y colonizar la tierra, dos fueron las mas importantes y trascendentes: 1) un
huevo que se pone en tierra sin desecarse (huevo cleidoico. Fig. 2) y 2) la

fecundacién interna por un érgano especializado (pene) (Fig. 3) (Strickberger, 1993).

Huevo Cleidoico

El huevo cleidoico permitié a los reptiles poner nidadas en tierra seca; ya que

presenta los anexos embrionarios: Anexos embrionarios
- N
amnios, corion, alantoides, que Amnios
i . Saco Vitelino
mantienen en un medio acuoso al
embrion y el saco vitelino que
] ] Cavidad Amniética /
aporta los nutrientes (el vitelo) ¥ Vitelo
Liquido Amnidtico (nutrientes)
para todo el desarrollo. Ademas,
una cubierta que protege de
Albumina

microorganismos patégenos, de CAATALRD
. . Figura 2. Huevo cleidoico (Modificado de Pearson Education,

depredadores invertebrados y evita |nc. 2008).

la desecacion, pero permite el intercambio gaseoso. De tal modo, es viable el

completo desarrollo del embrién en un ambiente seco y terrestre (Packar y Packard.

1980; Melitta, 2008).

Fecundacion Interna

La fecundacion interna se logré en los reptiles porque los machos desarrollaron

un érgano especializado para copular, denominado pene (Melitta, 2008). Este es

exclusivo de los amniotas (reptiles, aves y S/ <«—Squamata
A

- i : (Lagartps y
mamiferos), ya que anfibios y peces -ePidosauna serpientes)

p . <4— Tuataras
carecen de este 6rgano. Algunas especies
de peces usan aletas modificadas o como

Ascaphis trueii (“rana coluda”) su

i i <4— Tortugas

<4— Cocodrilos

., L Archosauria
extension cloacal, para dirigir a la hembra 3
4—— Aves

el esperma (Gredler et al., 2014). En

l < Mamiferos

cambio, los penes en los reptiles estan Figura 3. Penes de los amniotas (Tomado de
Gredler et al., 2014).
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disefiados exprofeso para la inseminacion interna; constituidos por cuerpos fibrosos
y cavernosos (pene ereéctil), ademas un surco dorsal de descarga para depositar el

semen dentro del tracto reproductor femenino (Melitta, 2008).

Hubo otras adaptaciones para vivir en tierra, como: 1) desarrollo de ufias, 2)
escamas sobre la piel, 3) una segunda vértebra sacra, 4) modificacion de huesos
tarsales del calcaneo y astragalo en el talon,5) reduccién drastica del cleitro en la
cintura escapular, 6) particion del tronco arterial (Qque emerge del corazoén en tronco

aortico y arteria pulmonar) y 7) un rifion funcional del metanefros (Melitta, 2008).

Caracteristicas generales

Los reptiles actuales se dividen en 4 6érdenes: Rhinchocephalia, Testudines,
Crocodylia, Squamata (Fig. 4). Estos se caracterizan por ser ectotermos y tener
escamas dérmicas (de a y B-queratina) y dependiendo del taxon es el tamano, forma

y ubicacion (Vitt y Caldwell, 2014); algunos taxa las tienen sobre osteodermos

(Casas y McCoy, 1979), la piel posee glandulas que principalmente secretan lipidos

(sirven como feromonas e impermeabilizante) (Vitt y Caldwell, 2014). Sistema

sanguineo con corazén tricavitario (excepto Crocodylia) (Bellairs y Attridge, 1975),

esqueleto interno 6seo (Canseco y Gutiérrez, 2010) con céndilo occipital, atlas y axis

(vitt vy Caldwell, 2014). Normalmente con miembros pares y/o sus vestigios,

generalmente éstos presentan cinco dedos con ufas (Casas y McCoy, 1979) y sin

paladar secundario (excepto Crocodylia). Pueden ser terrestres, acuaticos o
semiacuaticos. Tienen fecundaciéon interna con pene (excepto tuataras) (Vitt y

Caldwell, 2014). Tienen respiracion pulmonar, simetria bilateral, sistema nervioso

central y periférico (Bellairs y Attridge, 1975).

La mayoria son oviparos, solo algunas
lagartijas y serpientes son viviparas

(Canseco vy Gutiérrez, 2010).

Rhinchocephalia [Tuatara: 1 especie

(Reptile-database, 2017)]. Viven unicamente

en Nueva Zelanda (Hay et al., 2003). Tiene

cabeza grande y cola gruesa. Es ovipara con

determinacion sexual por temperatura

Figura 4. Reptiles actuales: erocodyIia (A), (Pough et al., 2004).
Testudines (B), Squamata (C, D) vy *
Rhoncocefhalia (E).
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Crocodylia [Cocodrilos: 25 especies (Reptile-database, 2017)]. Se caracterizan

por un cuerpo dorsalmente cubierto de osteodermos (algunas especies también
ventralmente), dientes tecodontos, cavidad toracica dividida por un musculo. Son

semiacuaticos (membranas interdigitales) (Pough et al., 2004), de gran talla, robusto,

cola aplanada lateralmente, cabeza alargada y plana, fosetas nasales y ojos en

posicion superior (Canseco y Gutiérrez, 2010). Poseen glandulas (posiblemente

producen feromonas) en la region gular y cloacal. La hembra construye nidos para
depositar sus huevos que cuidan hasta la eclosion. Son depredadores. Distribucion

limitada a los trépicos y algunas areas templadas (Vitt y Caldwell, 2014).

Testudines [Tortugas: 341 especies (Reptile-database, 2017)]. Se caracterizan

por tener un caparazon (hueso dérmico; cubierto de escamas) donde oculta total o

parcialmente cabeza, extremidades y cola (Canseco y Gutiérrez, 2010). La columna

vertebral (excepto cuello y cola) y las costillas estan fusionadas al caparazén. El
plastrén es la fusion de varias partes de la cintura escapular y huesos dérmicos (Vitt

y Caldwell 2014). La mandibula en forma de pico cérneo (sin dientes, bordes

cortantes) (Canseco y Gutiérrez, 2010). Son oviparas, construyen nidos para

depositar una o varias docenas de huevos, depende del taxén y talla (Vitt y Caldwell,

2014). Pueden ser acuaticas, semiacuaticas y terrestres (Pough et al., 2004).

Squamata [Anfisbénidos (Amphisbaenia) 188 especies, Serpientes (Serpentes):

3496 especies y Lagartijas: 5987 especies (Reptile-database, 2017)].

Serpentes carecen de apertura otica externa, parpado, esternén, cintura pectoral

y la mayoria de cintura pélvica y extremidades (Canseco y Gutiérrez, 2010). Algunas

conservan vestigios de extremidades y cintura pélvica (Boidae, Leptotyphlopidae,
Typlopidae). El pulmén izquierdo es reducido, las vértebras dorsales son numerosas.
Presentan prolongacién de la glotis (permite respirar al tragar), craneo cinético y las
mandibulas estan unidas al frente por el cartilago de Meckel (permite flexibilidad al

deglutir) (Halliday y Adler, 2002), algunas posen glandulas venenosas (Lanka y Vitt,

1991). Los vipéridos presentan fosetas termo-sensoriales entre los orificios nasales y

el hocico. Los machos tienen dos penes (Canseco y Gutiérrez, 2010). Hay terrestres,

arboricolas, enterradoras, latebricolas, trogloditas y acuaticas (Hydrophinae y

Acrochordidae), pueden ser viviparas y oviparas (Halliday y Adler, 2002).

Las anfisbenas sin extremidades (excepto Bipedidae; sélo delanteras), de cuerpo
delgado y anillos de escamas (parecen segmentadas), cola corta, no tienen
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glandulas en la lengua, ni apertura Otica externa. Son fosoriales (craneo muy

osificado). El pulmén izquierdo es mas grande (Pough et al, 2004). Comen

pequefos vertebrados, lombrices y artrépodos. Hay viviparas y oviparas (Halliday y
Adler, 2002).

Las lagartijas en general son de cuerpo alargado, poseen cuatro extremidades
(excepto: Dibamidae, Pygopodidae, Gymnophthalmidae, Scincidae y en Anguidae
algunos miembros), con cola generalmente larga y con autotomia (en algunas

especies es prensil) pueden desprenderla y regenerarla. Presentan abertura otica

externa y tiene parpados (excepto: algunos geckos) (Halliday y Adler, 2002). Son
viviparas u oviparas. Los machos tienen dos penes. Son cosmopolitas y la mayoria

son diurnas pero algunas spp son crepusculares o nocturnas (Halliday y Adler, 2002).

Como se ha descrito anteriormente la clase Reptilia es muy diversa y esto ha
hecho que ocupen una gran variedad de habitats terrestres y acuaticos, pero la
distribucion geografica de cualquier grupo es afectada por el clima y la disponibilidad
del alimento. Este grupo no es la excepcion. Por la peculiaridad que presentan de
ser ectotérmicos, su distribucion es limitada claramente por la temperatura ambiental,
asi que el clima de frio artico es una barrera eficaz en su dispersion (Fig. 5) (Porter,
1972). Debido a la amplia distribucién de este clado y a la vasta gama de habitats
que ocupan es que este grupo han podido desarrollar una gran variedad de

estrategias en la determinacion sexual.

Numero de reptiles
Por Ecoregion
terrestre

I Mas de 300

I 201-300

B 151-200

101150
51100
2550
menos de 25
Ninguno

Figura 5.Distribucion continental de reptiles (Modificado: The atlas of global conservation by the nature
conservancy & university of California Press. 2015).
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Determinacion del sexo

El mecanismo de determinacion sexual es un proceso fundamental en especies
de reproduccioén sexual, ya que determina las caracteristicas sexuales del organismo
y esto es de gran importancia, porque si se desarrolla como macho o hembra tendra

profundas consecuencias en su historia de vida (Norris y Lépez, 2010).

La investigacion ha revelado que hay varios mecanismos de determinacién del
sexo en reptiles. Esta diversidad es intrigante porque el radio sexual es tan similar
en la mayoria de las especies. De hecho, sin el conocimiento de esta variedad, se
esperaria que un unico mecanismo se hubiera establecido en una fase temprana de
la evolucién, pero no es asi, ya que en especies relacionadas difieren en aspectos

fundamentales de la determinacion sexual (Fig. 6) (Norris y Lopez, 2010). Estos

mecanismos van desde el sistema con bases puramente genéticas (determinacion
sexual genotipica: DSG) hasta el que estd soélo bajo la influencia ambiental

(determinacion sexual por temperatura: DST) (Norris y Lopez, 2010). Ademas, hay

evidencias de que los dos pueden coexistir (p.ej. Bassiana duperreyi, Pogona
vitticeps, Shine et al., 2002; Ezaz et al., 2005; Quinn et al., 2007; Radder et al.,
2008).

(A) Chelonia (B) Lepidosauria
B DST presente en algunos o todos los miembros

——— DSG probablemente presente en todos los miembros
C— DSG probablemente presente en todos los miembros p——— ncuficientes datos sobre MDS

BN DST presente en algunos o todos los miembros

Podocnemidag Rhynchocephalia  \[iltiples origenes de DSG
Pel dusid Gekkonidae ( macho ¥ hembra
elomedusidae i
Dibamidae heterogamético)
Chelidae I; - Scincidae .
" Macho heterogamético;
Xantusiidae :

algunas especies con MDS

Carettochelyidae .
Y p: Gerrhosauridae  termosensibles.
— Cordylidae

Trionychidae

= Teiidae
- — Macho heterogamético
Kinosternidae Unorigen de DSG ) [ Gymnophthalmidae -~ =
I || 7= Amphisbaenia
Dermatemydidae f— P '. )
- Lacertidae
Dermochelydridae = - Serpentes Hembra heterogamética
L — Varanidae
Cheloniidae — JJJ ]-~ Lanthanotidae
Chelydridae Shinisauridae
- — Anguidae
Emydidae Un origen de DSG — E Helodermatidae
Xenosauridae
Testudinidae ) . Muiltiples origenes de
Dos arigenes de DSG —J -Ch"’““'”'"“/’ DSG v DST
Bataguridae = (masculino v femenino L [ mm Agamidae
heterogamético) L Iguanidae Macho heterogamético

Figura 6. Distribucion filogenética de los mecanismos de determinan sexual (MDS) en las familias
existentes de (A) Chelonia y (B) Lepidosauria (Squamata + Rhinchocephalia). Determinacion sexual
por temperatura (DST) determinacion sexual genotipica (DSG) (Tomado de Norris y Lépez, 2010).
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Determinacion sexual genotipica

La DSG es un mecanismo donde el sexo se determina sélo por factores genéticos.

Esto ocurre justo al momento de la fecundaciéon (Sarre et al., 2004). Es importante

destacar que los genes que determinan el sexo se encuentran en los cromosomas

sexuales. Estos dirigen las vias de la diferenciacion sexual (Sarre et al., 2004; Alfoldi

et al., 2011). Se conocen dos sistemas en los reptiles: Heterogamético masculino
XX/IXXY (tortugas) (Sites et al, 1979). Heterogamético femenino ZW/ZWW
(serpientes) (Ciofi y Swingland. 1997; Pough et al., 2004) y ambos son conocidos en

los lagartos (King. 1977) (Fig. 7).Aunque muchas especies presentan DSG, en las

qu.e se. realiz6 su cariotipo no muestran _{.} 4.;3\ 4:-90
evidencia de tener cromosomas sexuales Chelonia X X X
heteromorfos, posiblemente, porque son ) J— X X X
homomorficos (Norris vy Lopez, 2010).En Riwrichoephiali "
algunas especies con DSG se puede modificar Crocodylia x

el sexo por la temperatura de incubacion g5 7. MDS en reptiles: DSG (ZW, XY) y (DST)

(Modificado de Norris y Lopez, 2010).

(Radder et al., 2008; Quinn et al., 2009).

Determinacion sexual por temperatura

La DST ocurre después de la fecundaciéon, en el periodo termo sensible, en el

ultimo tercio del desarrollo embrionario (Martinez-Torres et al., 2015).

La temperatura de incubacion donde el radio sexual 1:1 se denomina temperatura
central; si se expresa en lo individuales temperatura umbral. Temperaturas por
debajo o encima de ésta dan uno u otro sexo, se denominan rango de temperaturas

de transicién. Tipicamente es estrecho (1-2 °C) (Norris y Lopez, 2010). Cada patrén

de contiene al menos una temperatura central y un rango de transicidén, pero esto

varia entre taxa, poblaciones e individuos. (Ewert et al., 2004, y 2005; Warner et al.,

2008) (Fig. 8). De acuerdo con ello, la evidencia sugiere que la temperatura central

tendria una base genética heredable (Bull et al., 1982; Janes y Wayne, 2006).

Entonces podria evolucionar por presiones selectivas, o que explicaria la diversidad
de patrones de DST (Norris y Lépez, 2010).

Se proponen tres modelos para la relacidon entre el radio sexual y la temperatura

de incubacion (Pieau, 1996; Kraak y Pen, 2002), pero son generalizaciones de la

variedad que presenta este Clado (Norris y Lopez, 2010). La clasificacion es: M-H

(macho-hembra) donde temperaturas productoras de machos son bajas y son altas
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las productoras de hembras [algunas tortugas y lagartijas. (Ewert et al., 1994;Harlow,
2004)]. H-M (hembra-macho) es inverso al anterior [tuatara y algunos escamosos.
(Harlow, 2004; Mitchell et al., 2006)]. H-M-H (hembra-macho-hembra) temperaturas

extremas producen hembras e intermedias machos. Hay dos temperaturas centrales,

por lo tanto dos rangos de temperaturas de transicion (Ewert ef al., 2005).

(a) Se producen en ambos extremos hembras Variacién geografica en la norma
Patron H-M-H . de reaccion de Chelydra serpentina

B Cocodrilos Saune

5 0 Cocodrilos;

X 2 Algunos Lagartos Tortugas:

w 9 Algunas Tortugas Lagartijas.

2B 8 |eecccccces c----1:1 Radio

T 8 < sexual

m S—

Temperaturas de incubacion
(b)Se producen en un extremo Hembras
Patron H-M o M-H Variacion en las Variacion en la

Tuataras .
Sl Algunas temperaturas centrales  pendiente de la_
T = y alg Tortugas norma de reaccion
5 & | lagartos ——
2 < /
n Q
o) g —_— /
- /
g o
o /
P

Temperaturas de incubacion
Figura 8. Patrones de DST en reptiles. Los graficos muestran RS (% Machos) como funcion del
aumento de la Tl (x-ejes). Patrones principales y variantes (izq. y dcha. de la flecha) (Modificado de
Norris y Lépez, 2010).

Determinacion sexual: un continuo de DSG y DST

La perspectiva dicotomica de los mecanismos de la DSG y de la DST implicaba
que eran diferentes y por lo tanto mutuamente excluyentes, pero se han identificado
especies con sensibilidad térmica y cromosomas sexuales heteromorfos, lo que
indica que pueden coexistir e interactuan para la diferenciaciéon sexual (p.e;j.
Chelonia mydas, Lepidochelys kempi, Emys orbicularis, Gekko japonicus Serre et al.
2004; B. duperreyi Radder et al., 2008; Quinn et al., 2009; Trachemys scripta
Badenhorst et al., 2013). Se sugiere que la DSG y la DST pueden representar los

extremos del continuo de estados. Un punto del extremo es puramente genético y

otro extremo es puramente ambiental (Fig. 9). En los puntos intermedios serian por

niveles variables entre estos dos factores (Sarre et al., 2004; Barske y Capel, 2008;

Badenhorst et al., 2013).
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Continuo Dicotomia
(nivel de desarrollo) (nivel de herencia

1) No hay sensibilidad térmica
en la diferenciacion sexual; Los

Solo DSG €——— cromosomas son altamente
diferenciados (p.ej. Lacerta,
Serpientes). \
2) No hay cromosomas

sexuales, ni influencia térmica " -
&g €N |as proporciones sexuales +*

primarias (p.ej. Ctenophorusy /
Glyptemys). DSG +
3) No hay cromosomas sexuales; ? Efecto

ni influencia térmicaen la

¢ - proporciones sexuales primarias;
perola expresién de genes
sexuales es térmicamente
sensible (p.ej. Apalone)

ambiental

4) Cromosomas sexuales

< dlferencladne‘.‘ e mfluencla.tenn_lca
en la proporcion sexual primaria
(p.ej. Bassiana, Gekko, Pogona).

5) Sin cromosomas sexuales, con
variacion genética en la sensibilidad
térmica de la determinacidn sexual

- (p.ej. Amphibolurus, Chelydra, \

Kinosternon).

DST

8) Sin cromosomas sexuales;
toda la varianza en la
proporcion sexual es debido ala

Solo DST \ ) €= temperatura.

Figura 9.Comparacion entre la dicotomia y un continuo (Tomado de Norris y Lépez, 2010)
Diferenciacion sexual (DS).




Determinacion de la actividad esteroidogénica de la gbnada de recién nacidos y
juveniles de la lagartija vivipara Barisia imbricata.

ANTECEDENTES

Desarrollo sexual en saurios

El desarrollo del tracto reproductivo (gonadas, conductos sexuales, genitales
externos) en saurios, comienza en el ultimo tercio del desarrollo embrionario donde
ocurre la diferenciacién de las gonadas (Martinez-Torres et al., 2015), los conductos
de Wolff, Muller (Forbes, 1956; Austin, 1988;Neaves et al., 2006) y los genitales

externos antes que concluya la embriogénesis (p.ej. Lacerta vivipara, Dufaure y

Hubert, 1961; Calotes versicolor, Doddamani, 1994, y 2006; Anolis carolinensis,
Gredler et al., 2014).

Gonadogénesis

Independientemente del mecanismo de diferenciacion sexual, el patron general de
la gonadogénesis se conserva en reptiles. Se divide en tres fases: 1) cresta genital,
2) gonada bipotencial y 3) diferenciacién gonadal en testiculo u ovario (Martinez-

Torres et al., 2015) depende del genotipo y/o temperatura de incubacion en el

periodo termo sensible (Barske y Capel, 2008).

Actualmente, en reptiles, se desconoce el factor especifico de la diferenciacion
gonadal. Sin embargo, se han descrito para los reptiles algunos genes ortélogos que
participan en la diferenciacién sexual en mamiferos [p.ej. Dmrt1 (Double sex-and
mab-3-related transcription factor 1), Sox9 (SRY-like HMG box), HAM (Hormona anti-
Milleriana), Sf1 (Steroidogenic factor 1), Wt1 (Wilms’ tumor suppressor gene), gen
de la aromatasa y LHx9 (LIM-homeodomain transcription factor 9)] (Choudhary et al.,
2000; Murdock y Wibbels, 2003; Rhen et al, 2007; Shoemaker et al., 2007; Bagheri-
Fam et al., 2010; Norris y Lépez, 2010; Bieser et al., 2013).

Cresta genital

La gonadogénesis comienza con el desarrollo de las cresta gonadal (Fig. 10)
(ocurre entre las etapas 24-30 del desarrollo embrionario en lagartos (p.ej. L.

vivipara, Dufaure y Hubert, 1961; Sceloporus undulatus, Austin 1988; C. versicolor,

Doddamani et al., 1994 y 2006; Niveoscincus ocellatus, Neaves et al., 2006). Son

morfolégicamente idénticas (tienen elementos corticales y medulares) en ambos

sexos, sin importar la temperatura de incubacion y/o genotipo. Se desarrolla del

10



Francisco G. Guerrero-Sanchez

engrosamiento del epitelio celdmico en la superficie ventromedial del riion

mesonéfrico embrionario (Norris v Lopez, 2010). Estan formadas por epitelio

germinal, células mesenquimales de la pared dorsal del celoma, asi como células
germinales primordiales (que migran a la cresta, al final de la gastrulacién)

(Doddamani et al, 1994 y 2006; Martinez-Torres et al., 2015). Son potencialmente

dimorficas. La cresta crece en tamafio a medida que las células somaticas como

germinales proliferan. (Norris y Lépez, 2010; Rhen y Schroeder, 2010).

Figura 10. Cresta genital de reptil.
CBCM (Céapsula de Bowman del
Corpusculo de Malpighi); ec (epitelio
celémico); md (mesenterio dorsal); cg
(células germinales); eg (epitelio
germinal); mm (mesénquima
mesonéfrico); tm (tubo mesonéfrico) pcr
: : (primordio de los cordones de la red).
Cresta genital=4 md  \gificado de Pieau et al., 1999).

Gonada bipotencial

En la fase de génada bipotencial (Fig. 11) (en lagartos es mas corta que en los otros
reptiles: etapas 35-36 del desarrollo embrionario), las células germinales

primordiales se multiplican por mitosis (Norris y Lépez, 2010) y la regién medular de

la gbnada bipotencial es invadida por las células epiteliales (del epitelio externo de la
capsula de Bowman), mientras el epitelio celdmico bordea los rifiones mesonéfricos
en el lado lateral de cada gonada y el epitelio germinal de la gdnada. Las células de
los corpusculos de Malpighi y el epitelio celomico lateral estan organizadas en la
parte dorsal para formar los cordones epiteliales. Las células epiteliales germinales
dan lugar a finos cordones sexuales que penetran en el mesénquima subyacente

inicial (Pieau et al., 1999; Norris y Lopez, 2010). Las células que proliferan de los

corpusculos de Malpighi y el epitelio celémico lateral estan organizadas en finos
cordones en la parte dorsal del primordio gonadal. Esta estructura gonadal se

observa en ambos sexos (Norris y Lopez, 2010).

Figura 11. Gonada bipotencial de reptil.
e CBCM (Capsula de Bowman del Corpusculo
]f!- de Malpighi); ec (epitelio celdomico); md

[>'] (mesenterio dorsal); cg (células germinales);
B eg (epitelio germinal); cm (cordén medular);
[ tm (tubo mesonéfrico); cr (cordones de la red)
(Modificado de Pieau et al., 1999).

Gén;da bipotencial
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Los genes involucrados en el desarrollo de la gonada bipotencial en reptiles son
Sf1 y Wt1. Estos son importantes para la formacioén y diferenciacion. Wt1 parece

estar correlacionado con los patrones de la proliferacion celular (Schmahl et al.,

2003), y recientemente se implico a Lhx9 en el desarrollo y proliferacion celular.
Ademas, es plausible que desempefié un papel en la regulacion de la expresion de

SF1 durante la diferenciacion (T. scripta) (Bieser et al., 2013). Asi que SF1 actuaria

como un factor masculinizante de la gbnada bipotencial a través de los genes SOX9
y HAM, o factor feminizante por la activacién directa o indirecta de la transcripcion

del gen de la aromatasa, ya que éste es termo sensible (Pieau et al., 1999). De

hecho, tanto Wt1 y Sf1 estan implicados como candidatos para funcionar como

“interruptores maestros” (tortuga: DST) (Valenzuela et al., 2006, Valenzuela, 2007 y

2008). Otros genes como DAX1 (Dosage-sensitive sex reversal) y Dmrt1 se
producen en ambos sexos antes de la diferenciacion gonadal (p.ej. caimanes y

tortugas), pero su expresion es termo sensible (7. scripta, Kettlewell, et al., 2000;

Shoemaker et al., 2007; Chrysemys picta, Apalone mutica, Valenzuela, 2008). Sin

embargo, el papel exacto de estos genes no es claro, por o que se requiere mas

investigacion para entender completamente su funcion (Norris y Lopez, 2010).

Diferenciacion testicular y ovarica

La ultima fase en la gonadogénesis es la diferenciacion testicular u ovarica. Es
cuando la gonada bipotencial se comprometen a desarrollarse como testiculo u

ovario (Martinez-Torres et al., 2015). Este proceso se conoce como diferenciacion

gonadal, depende de la temperatura de incubacion durante el periodo termo sensible)

o cariotipo sexual (Norris y Loépez, 2010). Esta etapa de la gonadogénesis es

fundamental en reptiles con DST (Sarre et al., 2004).

Diferenciacion del testiculo

Durante la diferenciacion testicular (Fig. 12) (etapa 34-37 del desarrollo
embrionario, depende de la especie) el epitelio germinal se aplana y se mantiene
positivo a citoqueratina. Las células germinales migran entre las células epiteliales
de los cordones medulares. Estas ultimas adquieren caracteristicas de células de
Sertoli., ya que citoqueratina se concentra en el citoplasma basal. (Pieau et al.,
1999). Durante esta etapa hay una proliferacion significativa de células de Sertoli, de

modo que los cordones medulares van formando el primordio de los cordones
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seminiferos con un contorno redondeado, bien
delineado por una membrana basal con
inmunorreactiva a laminina. De tal manera
que el crecimiento de los testiculos es
regulado por el desarrollo de cordones

seminiferos, esto durante el periodo termo

sensible. Después de éste, una delgada capa

albuginea (compuesta de unos pocos estratos ~Figura 12. Testiculo de reptil RN. cl (célula de
Leydig); cS (célula de Sertoli); vs (vaso

de fibroblastos) se diferencia y rodea los sanguineo); cr (cordén de la red); pcs
(primordio del cordén seminifero); ca (capa

testiculos. Las células de Leydig comienzan a albuginea) (Modificado de Pieau et al., 1999).

diferenciarse entre el tejido intersticial (Pieau et al., 1999). Se ha estudiado el efecto

de andrdgenos exdgenos (no aromatizables) en la diferenciacion durante el periodo
termo sensible. Estos solo tienen efecto masculinizante en la temperatura central
(condicién que se produce en los nidos en la naturaleza), pero no tiene efecto en las
temperaturas de transicion ni temperaturas productoras de hembras; asi que se
excluye de un papel importante de los androgenos para llevar acabo la

diferenciacion testicular (p.ej. T. scripta, Wibbes y Crews, 1992; Crews y Bergeron,

1994; A. mississippiensis Lance y Bogart, 1994).

Un gen importante en la diferenciacion sexual es Dmrt1, ya que su expresion
aumenta en temperaturas productoras de machos y permanece alta durante todo el
desarrollo testicular y este gen se encuentra cascada arriba de otro importante gen

para la diferenciacion del testiculo, el gen HAM (Norris y Lopez, 2010). La regulacion

de HAM en los reptiles no esta
regulada por Sox9, como en los
mamiferos. Mas bien, la expresion

Sox9 se evidencia después de la

expresion de HAM (Yao y Capel,
i 1 2005) (Fig. 13), después de la

Figura 13. Expresion temporal de genes con un papel diferenciacion (P.ej.  Alligator.
critico en la determinacion testicular (T. scripta. Yao y

Capel, 2005). El area sombreada representa al periodo Mmississippiensis Western et al.,
termo sensible (Modificado de Norris y Lopez, 2010).

1999a; Eublepharis macularius

Vallely, et al., 2001). Sox9 En C. versicolor se expresa en las células de Sertoli.

(Choudharyet al., 2000). La expresion de Sox9 ocurre en las génadas de embriones

expuestos a temperaturas productoras de machos, pero la expresion se produce
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después del inicio de la diferenciacion testicular, esto sugiere que Sox9 podria estar

regulado por otros genes (Western et al., 1999a y 199b; Vallely et al., 2001). Los

niveles de expresion de WT1 son mayores en temperaturas productoras de machos
(T. scripta 'y C. picta) que exhiben DST (Spotila, et al., 1998; Valenzuela, 2007).

Se considera que las células de Sertoli y Leydig son los sitios de sintesis de
hormonas esteroides en reptiles. A pesar de que hay sintesis de esteroides por las
células de Sertoli, no es muy clara su funcién en embriones; en cambio, los
androgenos de las células de Leydig entran a la circulacion periférica y participan en

el control del desarrollo de los 6rganos sexuales accesorios (Norris y Lopez, 2010).

La sintesis de andrégenos comienza con la movilizacion del colesterol de los
depdsitos del citoplasma a la membrana mitocondrial interna, dénde se convierte en
pregnenolona (Ps) por Cy7 cadena lateral del complejo enzimatico de escision del
citocromo P450. A partir de eso, la Ps se lleva al compartimento microsomal donde
las enzimas (17a-hidroxilasa y C17, 20-liasa) unidas a la membrana la convierten en
dehidroepiandrosterona (DHEA). 38-HSD, junto con A®* isomerasa convierte a la
DHEA en androstenediona (Andro), el precursor inmediato de la Testosterona (T) (su
sintesis esta regulada por 173-HSD) (Norris y Lopez, 2010) (Fig. 14).

* Mitocondria

NADFPH, O, | olesterol 22-hidroxilasa

NADPH, Colesterol 20a-hidroxilasa

0574 uQISIS? AP
el euapes £

B
o NADPH, O, C 20, 22 liasa

Pregnenolona

Microsomas / YTU
NAD® A%-3f -HSD Progesterona]l H T

|Pregnenolona| -
A5 % -isomerasa muvn 17 @-hidroxilasa.
17 a-hidroxilasaINAUPLi 0,
NAD A -3[3 HSD g
[170—h|dr0u|pregnenolona A 4-isomerasa

[170-h|drox|progesterona
NADPH, O, c1120 Hdiasa

74 UQISIIS? Ip
lel@je| euaped 'tn

C 17,20 ~liasa

NAD  A%-38-HSD

Androstenedlonal

17 -HSD N AD H
restosteronal/\’

oo

Figura 14. Sintesis de testosterona en reptiles (Modificado de Norris y Lopez, 2010).

14



Francisco G. Guerrero-Sanchez

Diferenciacién del ovario

Durante la diferenciacién ovarica (entre las etapas 32-37. N. ocellatus, Neaves et

al., 2006; C. versicolor, Doddamani, 1994) las células de la médula no pueden

proliferar (a lo largo de estas etapas), los cordones sexuales iniciales se hacen
delgados, aparecen fragmentados o evolucionan como pequefas lagunas

bordeadas por un epitelio plano (Pieau y Dorizzi, 2004), mientras que el epitelio

germinal evoluciona como una corteza y después la corteza se espesa (Neaves et
al., 2006). El epitelio germinal se engrosa debido a la proliferacién de las células
epiteliales y las células germinales que se congregan en la corteza y comienzan a
diferenciarse en ovogonias y dan lugar a cistos de ovogonias, de esta manera se
inicia el desarrollo de la corteza ovarica | <TC
(Austin, 1988; Smith v Joss, 1993). En los bv £

cordones medulares del ovario, la

citoqueratina se localiza en el citoplasma
apical de las células epiteliales. El ovario
contiene una corteza prominente con una o

dos capas de ovogonias, mientras en la

zona medular escasean (etapa 33-35). Los

ovocitos comienzan a diferenciarse en la Figu‘r:a 15. Ovar|o de remenprfacido. m
(médula); c (corteza); pf (foliculo primordial);
oo (ovocito); mc (cordones medulares); gc

anterodorsal de la génada: estas regiones (células germinales); rc (cordones de la red);
bv (vaso sanguineo); | (lagunas). (Modificado

mas tarde formaran los lechos germinales de Pieau et al.. 1999).
(Austin, 1988; Noris y Lépez, 2010) (Fig. 15).

corteza, en particular en la region

Durante las etapas finales del desarrollo embrionario (etapas 36-40) la corteza
ovarica termina su desarrollo, conteniendo de seis a diez capas de ovogonias y
ovocitos, mientras la médula se degrada y se llena con tejido estromal, ademas de

que los cordones estan degenerando o ausentes (Doddamani, 1994).

Los foliculos primordiales estan presentes en el ovario al momento del nacimiento

o eclosion (Pieau et al., 2004). Los ovarios de los recién nacidos contienen lechos

germinales claramente definidos y algunos foliculos primordiales constituidos por un
ovocito rodeado por una sola capa de células de la granulosa monomorficas. En el
saurio C. versicolor, los foliculos con una granulosa polimérfica incluyen células

piriformes (Doddamani, 1994).
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El ovario en reptiles se desarrolla rapidamente durante los primeros meses
después de la eclosién: continua la produccién cortical de los ovocitos, se inicia la
foliculogénesis y la region medular experimenta una considerable reestructuracion
en el complejo de lagunas vascularizadas que es una caracteristica distintiva del

ovario en los cocodrilos, tortugas y aves (Noris y Lopez, 2010).

Como en mamiferos, DAX1 en reptiles podria ser un factor de diferenciacion
ovarica mediante la interaccion con SF1, que puede prevenir la accion sinérgica de
WT1 y SF1, asi actuar como un represor de la transcripcion SOX 9 y HAM (Pieau et

al., 1999). Otro gen que se expresa en una manera especifica en ovario es FoxL2

(Forkhead box L2) al momento de la diferenciacién sexual (tortugas y otros

vertebrados; Yao, 2005), lo que sugiere un papel conservado de FoxL2 en el

desarrollo ovarico de vertebrados. Aunque FoxL2 parece ser critico para la
diferenciaciéon correcta de las células de la granulosa, mientras Fig-a (factor en la
linea germinal a) activa el programa de foliculogénesis en ovocitos. Estoes esencial
para el reclutamiento de células de la granulosa para formar el foliculo primordial
(Yao, 2005).

Durante la diferenciacion ovarica (en el periodo termo sensible) la actividad de la
3B-HSD disminuye y aumenta la actividad de la aromatasa, ademas que desaparece

la médula a temperaturas productoras de hembras (Pieau et al., 1999). Al parecer,

los esteroides sexuales controlan el desarrollo ovarico (es decir, los estrégenos son
el factor determinante del ovario), ya que tratamientos con estrégenos exégenos a

embriones incubados a temperaturas

Dehidroepiandrosteronal

productoras de machos tuvieron un

efecto feminizante en la goénada

(Pieau_y Dorizzi, 2004); ademas que

la sintesis de estrégeno (Fig. 16)

Testosteronal==="9[Estradiol-17g| coincide con la diferenciacion

=y j on i
~ *}'.Jb f;]l»'\ gonadal (C. versicolor, Indamar et al.,
IQOL Falars
AT 2014).
Figura 16. Sintesis de testosterona en reptiles
(Modificado de Norris v Lépez, 2010). En la diferenciacion del ovario los

estrogenos actuan localmente tanto en la parte cortical como en la parte medular de
la génada para dirigir la diferenciacion. En la parte medular inhiben la diferenciacion

de los cordones epiteliales iniciales (cordones sexuales) en los cordones testiculares,
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e inducen la diferenciacion de lagunas bordeadas por un epitelio plano. En la parte
cortical estimulan en el epitelio germinal inicial la formacion de una corteza, se
caracteriza por la proliferacion de las células germinales y su entrada a meiosis. Si
los estrogenos se sintetizan a niveles muy bajos la corteza no se desarrolla y se
diferencian los cordones testiculares, esto resultaria en la diferenciacion testicular
(Pieau et al., 1998).

Conductos sexuales

Por otro lado, en el desarrollo embrionario los conductos de Wolf y Miller estan
presentes en ambos sexos en la fase embrionaria, se desarrollan como epididimo y
conductos espermaticos en machos y en oviductos en hembras, respectivamente. El
desarrollo de los conductos de Muller es similar en todos los saurios, las unicas
variaciones estan en el momento de desarrollo y regresion de estas estructuras en
cada especie. La regresion de estos conductos en los embriones masculinos se
produce después de la diferenciacion testicular. Por el contrario, los conductos de
Wolff estan presentes en hembras y machos después del nacimiento o eclosion (Fox
1977; Reynaud y Pieau 1985; Austin, 1988; Neaves et al., 2006) (Fig. 17).

Macho
Epididimo Testiculo Mesonefros

Conducto !
de Wolff

S ilfm—

// Cloaca

Figura 17. Diferencfacién sexual de los conductos sexuales (Modificado de George y Wilson, 1988).

-Génada Hembra

Conducto
espermatico

Conductos de Miller

El conducto de Muller surge de una region del epitelio celémico que cubre la parte

craneal del rindn embrionario (Neaves et al., 2006), son estructuras pareadas y su

desarrollo se puede dividir en tres fases: 1) Indiferenciada, 2) Diferenciacion y 3)

Regresioén (en machos) (Austin, 1988).

Los primordios de los con ductos de Miller se manifiestan en los embriones en la

etapa 33 aproximadamente (p.ej. S. undulatus, Austin, 1988) (depende de la

especie). Se localizan en las superficies dorso-laterales del mesonefros y cercanos a
los conductos de Wolff. En este momento son cordones de tejido mesenquimal
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indiferenciado. Los cordones comienzan al nivel del borde posterior de los pulmones
y se extienden caudalmente a una distancia muy corta. Los extremos anteriores de
éstos se aplanan (son placas de varias células de ancho), cuyas superficies
mediales estan cubiertas por células epiteliales simples. Estas placas daran lugar al
ostium de los tubos uterinos (en etapas 34-35 p.ej. S. undulatus). Presentan poco
lumen (estan revestidos por una capa de epitelio cubico). Aun no ha alcanzado la
cloaca, pero ahora se extiende caudal a la gonada. La porcién caudal del ostium

presenta una forma de U (Austin, 1988).

En la diferenciacion de los conductos de Mduller, las placas del ostium se
desarrollan en estructuras bifurcadas en sus extremos craneales. A medida que
crecen los cordones los extremos posteriores alcanzan la cloaca y el lumen esta
presente en la mayor parte del conducto. Tanto el lumen como el revestimiento
epitelial se extienden hacia (y se fusionan) con la cloaca. Durante el ultimo periodo
del desarrollo embrionario (en hembras) se alargan tanto el ostium como las fimbrias
(frecuentemente con un solo vaso sanguineo) y hay ligero enrollamiento u
ondulacion del conducto (esto a veces). No hay claras diferencias entre las regiones

del conducto que se convertiran en el tubo uterino, el utero y la vagina (Austin, 1988).

La regresiéon de los conductos de Miuller (en machos) es alrededor de la fase
embrionaria 37 (que coincide con la diferenciacion testicular en varios saurios (p.e;j.

S. undulatus, Austin, 1988; N. ocellatus, Neaves et al., 2006; C. versicolor,

Doddamani, 2006; A. carolinensis, Holmes y Wade, 2005; B. imbricata Martinez-

Torres et al., 2015). El ostium generalmente esta ausente o reducido (una placa de

células) por los cual los cordones no llegan a la cloaca. En los embriones machos
(etapa 39-eclosidn), los conductos de Miller estdn completamente ausentes o
reducidos a grupos de una docena de células situadas inmediatamente adyacentes

a los conductos de Wolff (Austin, 1988). Sox9 se expresa en los conductos de Muller

durante la regresion de estos en la capa endotelial que los rodea en C. versicolor

(Choudharyet al., 2000) que conjuntamente con los WT1 y SF1 activan la

transcripcion de HAM que inicia la degeneracién de los conductos de Muller (Noris y

Lépez, 2010).
Conducto de Wolff

Los primordios de los conductos de Wolff son estructuras pareadas y se forman

inicialmente como el conducto colector del rifidn pronefritico. Esta asociaciéon con los
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rifiones significa que se forma tempranamente en el desarrollo embrionario (Neaves
et al., 2006). Los conductos de Wolff se localizan a lo largo de la periferia dorso-
lateral del mesonefros, pero su posicién se hace mas ventral al acercarse a la cloaca.
El revestimiento epitelial de los conductos estd compuesto tipicamente de una sola
capa de células columnares que rodean una luz bien desarrollada. Una membrana
basal externa rodea una capa epitelial. Después (aproximadamente las etapas 33-
35enS. undulatus) el mesotelio rodea al menos parcialmente cada conducto (Austin

1988).

La diferenciaciéon de los conductos de Wolff en epididimo y conductos
espermaticos en machos, es dependiente de androgenos (dihidrotestosterona y

testosterona) (Guillette et., 1996). Los reptiles machos no poseen glandulas

accesorias. La unica excepcion es el segmento sexual del rifidn en Squamata (Noris

y Lépez, 2010).En la hembra ocurren cambios sutiles. Las células del revestimiento

epitelial se vuelven cuboidales, el lumen se contrae en tamano, puede desaparecer
en las porciones anteriores del conducto y el mesotelio no es tan grueso como en el
macho. Hay una reduccion de tamafo en el mesonefros en ambos sexos (Austin
1988).

Genitales externos

En los saurios el desarrollo de los genitales externos inicia (en las etapas 29-31)
con dos primordios localizados en la unidn de los primordios de las extremidades
posteriores y la pared ventral del cuerpo. La morfogénesis del tubérculo genital se
produce en conjunto con el desarrollo de la cloaca. Los primordios genitales se
desarrollan de manera similar en ambos sexos durante los 8-11dias después de la

oviposicion (Gredler et al., 2014). La diferenciacién sexual de estas estructuras

coincide con la diferenciacién gonadal (Guillette et al., 1996; Holmes y Wade, 2005;

Neaves et al., 2006), pues la evidencia sugiere que androgenos y estrégenos son

necesarios para la diferenciacion del tubérculo genital (Guillette et al., 1996; Holmes

y Wade, 2005;Beck y Wade, 2008). En A. carolinensis, los penes expresan altos

niveles de RNAm de receptores a andrégenos y bajos niveles de receptores a
estrégenos a, mientras que los clitoris sucede de manera inversa (Gredler et al.,
2014) (Fig. 18).
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Diferenciacion Sexual de los penes

En el desarrollo de los penes tres estructuras son importantes: 1) la cresta falica,
2) un pequefio primordio medial (cresta falica secundaria, emerge en el margen
craneal de cada primordio falico) y 3) el ectodermo de superficie a lo largo de la linea
media-ventral de cada primordio falico, el cual invagina para formar el surco
espermatico y continuan el desarrollo hasta formar un pene por accion de los
andrégenos. El proctodeo acomoda los penes internamente entre los labios
cloacales anteriores y posteriores. A medida que la membrana cloacal comienza a
romperse, formando el orificio cloacal que delinea el limite entre urodeo y proctodeo
(Gredler et al., 2014).

Diferenciacion Sexual de los clitoris

En la diferenciacion de los clitoris los primordios falicos han desparecido y el
surco espermatico es una pequefia muesca. Los clitoris continuaran retrocediendo
hasta comenzar a doblarse medialmente hacia la membrana cloacal y caudalmente
hacia el labio cloacal posterior que también se pliegan ligeramente hacia adentro en
los margenes laterales. Una hendidura del epitelio superficial aparece en la cloacal
de la hembra, ésta se ira pronunciando cada vez mas (donde el endodermo urodeal
se encuentra con el ectodermo ventral). El proctodeo a los clitoris hace lo descrito

anteriormente (Gredler et al., 2014).

Diferenciacion de los penes pra . Penes

A. carolinensis
=
&7 8 =D

= (88 |/

) / t 2708 Sﬂ Clitoris

*» Cloaca

Ambos sexos Ambos sexos
Crestas genitales Etapa Indiferenciada

Diferenciacién de los clitoris

Figura 18. Desarrollo de genitales externos en Squamata. Primordios de extremidades posteriores
(E), primordio de la cloaca (*), Primordios genitales externos (-), Genitales indiferenciados (estrella
negra), labio cloacal (+), depreciacion del surco espermatico (triangulo negro).

Glandula adrenal

Las glandulas adrenales en los Squamata son generalmente alargadas y

amarillentas, rodeadas por los pliegues del mesorquio o el mesovario (estrecha
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continuidad con las gdénadas).Se describen dos zonas claramente diferenciadas

ez gcc  dentro de la glandula adrenal, que
P e 3 A
S b

la componen: el tejido adrenal y el
tejido cromafin (Chester-Jones et
al., 2013) (Fig. 19). Para cada

orden de reptil se ha descrito un

patrén en la organizacion
histologica y distribucion de los dos
tipos celulares de Esta glandula

(Rodriguez, 2014) Las células

cromafin (C), Tejido adrenocortical (A), (OCC).
Tomado de Chester-Jones et al., 2013. periféricas contienen el sistema

enzimatico que produce los mineralcorticoides y las centrales a los glucocorticoides.
Las células se organizan en una red de cordones corticales ligeramente conectados.
Que estan generalmente orientados longitudinalmente a lo largo de la glandula. Hay
islotes de tejido cromafin entremezclados con los cordones corticales. El grado de

entremezclado varia entre especie (Chester-Jones et al., 2013). En Anguidae se

presentan células prismaticas, pequenas y con disposicion irregular a lo largo de la

adrenal (Rodriguez, 2014). Esta envuelta por una delgada capa de tejido conectivo,

que consiste en fibras colagenas, reticulares y elasticas que la rodean. El patréon de
vascularizacion es al igual al de otros amniotas (una serie de pequefas arterias de

ramificacion de la aorta dorsal) (Chester-Jones et al., 2014). La sintesis

esteroidogénica de las células adrenocorticales ocurre antes que en las células

gonadales (Doddamani, 1994, y2006; Indamar et., al 2014); ademas presentan

receptores a-estrogeno a temperaturas productoras de hembras, esto sugiere la
sintesis de hormonas esteroides y su produccién puede actuar de forma paracrina
para inducir células vecinas en la via de diferenciacion ovarica y podria dirigir la a

temperaturas productoras de hembras (Indamar et., al 2014).

Dimorfismo sexual

El dimorfismo sexual ha sido estudiado ampliamente y se ha observado en una
gran variedad de organismos. En los Squamata se puede expresar de distintas
formas: talla corporal (un sexo mas grande que otro), proporciones corporales
distintas entre sexos (ancho de la cabeza o extremidades; los machos tienden a

tener cabezas mas grandes y troncos mas cortos que las hembras) (Olsson et al.,
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2002; Pough et al., 2004), diferente coloracion, presencia de expansiones gulares,

crestas, escamas post-anales (en machos, p.ej. A. carolinensis; Lovern y Wade,2003)

u otros ornamentos. Estas diferencias entre el fenotipo de macho y hembra pueden
ser el resultado de la seleccion natural y/o la seleccion sexual o ambos (Pough et al.,

2004; Dashevsky et al., 2013). Por lo tanto, los recién nacidos en varias especies de

Squamata son sexualmente dimorficos; sin embargo, hay otros sin dimorfismo
sexual, por lo que es imposible distinguir entre macho y hembra, asi que la
diferencia mas importante y definitiva entre los sexos es la presencia de penes en
machos y su ausencia en hembras. La observacién de estas estructuras ha sido
ampliamente utilizada para sexar a los recién nacidos cuando no hay dimorfismo

sexual (Martinez-Torres et al., 2015).

GENERALIDADES DE Barisia imbricata

Barisia imbricata (Weigmann, 1828) es una lagartija vivipara, pertenece a la clase
Sauropsida, orden Squamata, familia Anguidae, género Barisia. Es comunmente

conocida como “escorpion” o “alicante” (Martinez-Torres, 1999; CONABIO, 2017). Es

endémica de México, se distribuye en regiones de clima templado y elevacion de los

2200-3800 m.s.n.m (Garcia-Vazquez et al., 2006), particularmente, a lo largo del Eje

Neo volcanico Transversal Mexicano(Smith, et al., 2002),se ha registrado en los

estados de: Aguascalientes, Chihuahua, ° \gﬁ Barisia

Coahuila, CDMX, Durango, Estado de imbricata
México, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco,

Michoacan, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca, NN f ﬁk’
Puebla, Querétaro, San Luis Potosi,

Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas

(Tihen, 1949: Guillette y Smith, 1982: Good, Figura 20. Distribucion de B. imbricata
. . (Republica  mexicana) (Modificado de
1988; Ballinger et al., 2000) (Fig. 20). Zaldivar-Riverdn, 2005).

Factor de riesgo

Ente los principales factores de riesgo para la especie en varias zonas de su
distribucion destacan el cambio de uso de suelo para actividades agricolas y
ganaderas, la tala inmoderada, asi como su exterminio debido a la falsa creencia de
que es venenosa (Zaldivar-Riverén, 2001). Nom-059-ECOL-2010. Sujeta a
proteccion especial.
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B. Imbricata parece tolerar bien las alteraciones hechas a su habitat original ya
que se le suele encontrar debajo de cortezas de arboles y/o troncos tirados en zonas

de cultivo y claros de terreno cercanos al bosque (Zaldivar-Riverén, 2001), de

habitos terrestres, termofilica, con temperatura corporal de 18-20 °C (Villamar-Dugue,

1998). Es primariamente insectivora (Guillette y Casas-Andreu. 1987), aunque

puede alimentarse de crias de otras especies como Sceloporus grammicus y

Sceloporus aeneus (Guillette y Smith, 1982) y puede practicar la ovofagia (Martinez-

Torres, 1999). Se diferencia de las demas especies del género por presentar el

siguiente conjunto de caracteristicas de escamacién son: tres o cuatro superciliares;
elemento cantoloreal no dividido o dividido en dos de manera horizontal; de 34 a 42
escamas longitudinales y 14 hileras transversales de escamas dorsales;
ventralmente son lisas, tienen un total de 49 a 59 escamas longitudinales y 12
transversales. La supranasal fusionada con la postnasal superior; de ocho a diez
hileras de nucales y una sola occipital, ademas de un pliegue granular ventrolateral

es evidente y bien desarrollado (Guillette y Smith, 1982; Canseco y Gutiérrez, 2010).

Ciclo Reproductor

B. imbricata es de reproduccion estacional anual. El ciclo reproductor de ambos

sexos se relaciona con la precipitacion (Guillette y Casas-Andreu, 1987). Las

hembras activas reproductivamente estan entre los 77.5-124.7 mm (longitud hocico-
cloaca).La vitelogénesis inicia en el verano (finales de Agosto y principios de
Septiembre), la ovulacién ocurre en otofio (Noviembre o principios de Diciembre) y el

apareamiento es previo a la maduracion del foliculo (Guillette y Casas-Andreu, 1987;

Martinez-Torres et al., 2006a), la gestacién dura alrededor de siete meses (inicia a

finales de otofio y termina ya entrada la primavera), el parto ocurre entre Mayo-Julio

(Martinez-Torres et al., 2003, 2006a, y2006b). El conteo de foliculos vitologénicos

sugiere que puede haber camadas de diez crios (Guillette y Casas-Andreu, 1987)

aunque puede alcanzar hasta quince crios (Aguilar-Martinez, 2011). Los machos son

activos reproductivamente a partir de 87.1 mm (longitud hocico-cloaca), exhiben un
patron de recrudescencia testicular en primavera (Abril-Mayo), con un pico de
actividad en verano (Julio-Agosto) y una regresion en Septiembre (Guillette y Casas-
Andreu, 1987).
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Dimorfismo sexual

Los adultos muestran dimorfismo sexual en el patrén de coloracién (la mayoria de
las poblaciones del Eje Neovolcanico Transversal Mexicano. En la hembra la
coloracion va del marron al verde olivo y presentan un patrén dorsal que consiste en
un amplia banda media dorsal flanqueada por bandas oscuras. El macho presentan
una coloracién uniforme que va del marron al verde olivo, a menudo presenta un

moteado blanco a lo largo del cuerpo (Fig. 21) (Zaldivar-Riveron et al., 2005).

También hay diferencias en el ancho de la cabeza y la masa corporal en el macho

es mayor que en la hembra (Zaldivar-Riverén et al., 2005; Dashevsky et al., 2013).

Sin embargo, las crias no presentan dimorfismo sexual corporal (Fig. 21) y ambos

sexos nacen con penes (Martinez-Torres et al., 2015), aunque con frecuencia el

patron de coloracion en ambos sexos es muy similar al que presenta la hembra
adulta (Fig. 23) (Dashevsky et al., 2013).

-Figura 22. Crios recién htacidos de B. imbricata.

.

: 5 N
Sin dimorfismo sexual.

Figura 23. Juveniles de 10 meses de edad
presentan el patron de hembra ambos sexos. El
organismo de la parte superior es hembra, y el
de la parte inferior es macho.

24



Francisco G. Guerrero-Sanchez

JUSTIFICACION

Barisia imbricata es la unica especie de lagartija, hasta ahora reportada, que
presenta heterocronia en la regresion de los penes en las hembras con respecto al

patron establecido en todos los saurios estudiados (Martinez-Torres et al., 2015), de

tal manera que al momento del nacimiento hembra y macho presentan penes. Hasta
el momento se desconoce si la permanencia de los penes en los recién nacidos de
ambos sexos de B. imbricata se debe a la ausencia de actividad gonadal y si la
regresion o el crecimiento de estas estructuras, en hembras y machos,
respectivamente, esta relacionado con la adquisicidon de la actividad esteroidogénica
ovarica o testicular durante el desarrollo posnatal. Esta situacion la hace un
excelente modelo para estudiar los mecanismos que regulan el desarrollo y

regresion de estas estructuras.

OBJETIVO GENERAL

+ Determinar si el complejo génada-adrenal-mesonefros de recién nacidos y
complejo gonada-adrenal de juveniles, hembras y machos, de B. imbricata son

esteroidogénicamente activos.

Objetivos particulares

/7

% Tipificar la estructura histoldégica del complejo gonada-adrenal-mesonefros de
recién nacidos y complejo gonada-adrenal de juveniles, hembras y machos, de B.
imbricata.

% Determinar si el complejo gbnada-adrenal-mesonefros de los recién nacidos y
complejo gdnada-adrenal de juveniles, hembras y machos, de B. imbricata son

positivos a la A>*3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa y/o a la 17 Cetoreductasa.
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MATERIAL Y METODOS

Trabajo en campo

Se colectaron manualmente hembras adultas de B. imbricata en cuatro coletas
durante los meses de Enero a Febrero del 2015. En el Parque Ecoturistico “Rancho
El Colibri” (19° 18’ 52” Norte y 98° 42’ 28” Oeste, altitud de 2300 msnm.) del paraje
Llano Grande perteneciente al Municipio de Ixtapaluca, Estado de México. Se
transportaron en costales de manta al Laboratorio de Biologia de la Reproduccion de
la Unidad de Morfo-Fisiologia de la Facultad de Estudios Superiores lztacala,

Universidad Nacional Auténoma de México.

Trabajo en laboratorio

Se establecio la condicién reproductora de las hembras dos meses después de su

colecta por la técnica de ultrasonido de acuerdo a Martinez-Torres (et _al., 2006b).

Una vez que se determind el estado reproductor, se separaron las hembras que
estaban prefiadas y se mantuvieron en terrarios de cristal con las siguientes
dimensiones: 30 cm de alto x 20 cm de ancho y 30 cm de largo, a la temperatura
ambiente (de entre 26.5-30.5 °C) y se alimentaron con Acheta domesticus, larvas de
Galleria mellonella y agua ad libitum hasta el momento del parto, después se dejaron

a disposicion del Laboratorio de Biologia de la Reproduccion.

Una vez que se obtuvieron los recién nacidos se seleccionaron a cuatro machos y
cuatro hembras. El resto de las crias se mantuvieron en un terrario de cristal con las
siguientes dimensiones: 30 cm de alto x 40 cm de ancho y 30 cm de largo, a
temperatura ambiente (entre 26.5 a 30.5 °C), se asoleaban durante una hora al dia,
se alimentaron con A. domesticus, larvas de G. mellonella y agua ad libitum hasta

llegar a los cuatro meses de edad, donde se seleccionaron dos machos y 1 hembra.

Para el reconocimiento del sexo de los recién nacidos, se anestesiaron en
camaras de éter y se realizd6 una laparotomia para la observacion directa de los
conductos reproductores de acuerdo con la técnica por Martinez-Torres (et al., 2015).
Una vez que se identificd el sexo de los recién nacidos se procediod a la seleccion
antes descrita. Inmediatamente se realiz6 extraccion quirdrgica del complejo
gonada-adrenal- mesonefros (C-GAM) en los recién nacidos y los juveniles de cuatro
meses de edad, el complejo gbnada-adrenal (C-GA).

26



Francisco G. Guerrero-Sanchez

El complejo gdnada-adrenal-mesonefros derecho se usé para la técnica de
histologia y el complejo izquierdo se utilizé para la técnica de histoquimica de la A~
*3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (A>*3B-HSD). En las juveniles de cuatro meses
de edad el complejo gonada-adrenal derecho se uso para la técnica de histologia y
el complejo izquierdo se utilizo para la técnica de histoquimica de la A>*3B-HSD y de
la 17 Cetoreductasa (17CR)

Histologia

El C-GAM derecho de cada uno de los recién nacidos, al igual que los C-GA de
los juveniles de cuatro meses se fijaron en paraformaldehido amortiguado al 4% a 4
°C durante 12 h. Después se procedio a lavarlos en agua destilada, continuando con
la deshidratacion en alcoholes graduales desde el 50% hasta el 100% y finalmente,
se aclararon con xilol para después infiltrarlos de parafina durante 12 h a 60 °C %
2 °C. Al dia siguiente se incluyeron en parafina para elaborar cortes de 7 ym. Las
laminas fueron desparafinadas y rehidratadas para la tincion con hematoxilina de
Harris y Eosina alcohdlica (Luna, 1968) y se procedid a la caracterizacion histoldgica

de los tejidos.

Histoquimica.
Los C-GAM izquierdos de los recién nacidos, al igual que el C-GA del juvenil de
cuatro meses (macho), se incluyeron en Tissueteck y se congelaron en una mezcla

de CO, sdlido y acetona, se conservaron a -40 °C hasta el momento del ensayo.

Se realizaron cortes de 10 um a -30 °C en criostato. Los cortes del C-GAM de los
recién nacidos se incubaron a 32 °C por 1 h con pregnenolona, azul de tetrazoluimy
Nicotin adenin dinucleotido, para deteccién de la A>*3B-HSD. Para el C-GA del
macho de cuatro meses, inicialmente se incub6 a 32 °C por 1 h con pregnenolona,
azul de tetrazoluim y Nicotin adenin dinucleotido, para deteccién de la A>*3B-HSD y
al ser positivos se sometieron a un segundo ensayo los cortes restantes, en éste se
incubaron a 32 °C por 1 h con testosterona, azul de tetrazoluim y Nicotin adenin
dinucleotido, para deteccion de la 17CR. Después se fijaron en formol amortiguado
al 4% a temperatura ambiente por 5 minutos y se montaron con gelatina glicerada
(Levy, 1959). Las laminillas se observaron en microscopios para caracterizacion
histologia y ver si fueron positivos en los ensayos histoquimicos al ver los

precipitados de formazan.

27



Determinacion de la actividad esteroidogénica de la gbnada de recién nacidos y
juveniles de la lagartija vivipara Barisia imbricata.

Resultados

Recién nacidos

Reconocimiento del sexo

Las gonadas en los recién nacidos se reconocen por presentar una forma ovoide
y de apariencia como gel blanquecino, esto es tanto para el ovario como el testiculo,
ya que la morfologia externa son muy similar ambas génadas. Asi que, se procedid
a identificar el sexo por la presencia del oviducto, esto indica que es hembra, por lo
tanto la ausencia indica que es macho. La glandula adrenal es ovoide amarillenta y
de consistencia mas compacta (que la génada) en su morfologia externa. El
mesonefros es de forma alargada y de color amarillo ligeramente trasparente (Fig.
23).

Figura 24. Tracto reproductivo del recién nacido de Barisia imbricata. (A) Sistema
reproductivo femenino, (B) sistema reproductivo masculino.Ovario (circulo blanco), Oviducto
(flecha roja), Testiculo (circulo azul) Glandula adrenal (*), Mesonefros (+). Estereoscopio
(4X).

Los resultados histolégicos

En la caracterizacion histolégica de los C-GAM de ambos sexos ha revelado que
las génadas tanto de hembras y como machos son muy diferentes histolégicamente.
Es decir, presentan las caracteristicas basicas propias de un testiculo o de un ovario,
como: cordones testiculares o bien foliculos primordiales, respectivamente (Fig. 25 y
Fig. 26).
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Figura 26. Testiculo de recién nacido de B.
imbricata, capa albuginea (flecha negra),

cordones seminiferos (flechas blancas), células

intersticiales (flecha amarilla). Mesonefros (M).

En las hembras recién nacidas los -

ovarios presentan las caracteristicas
propias de este 6rgano, pues estan
constituidos por una corteza y una
médula bien definidas. En la médula se
presenta pequenas lagunas y vasos
sanguineos, mientras que en la corteza
estan presentes ovogonias, algunas se
encuentran en cistos. Ademas de

algunos foliculos primordiales, los
cuales estan rodeados solamente por

una capa de células foliculares (Fig. 27).

En los

testiculos

los machos recién nacidos
presentan caracteristicas
propias de este 6rgano, ya que esta
constituido por wuna médula bien
desarrollada, la cual estda conformada
por los cordones seminiferos que
contienen algunas espermatogonias.
Ademas, entre los intersticios de los
cordones se encuentran ceélulas
intersticiales y células pre-Leydig vy

algunos vasos sanguineos (Fig. 28).

Guerrero-Sanchez

Jati L% g D
Figura 25. Ovario (0) de recién nacida de B.
imbricata. Corteza (flecha roja), Médula (M),
Foliculos primordiales (*). Adrenal (+),
Mesonefros (*). Oviducto (flecha).

foliculares (flechas amarillas), ovogonias (o), Cisto
(flecha negra), capilar (flecha roja), laguna (flecha
azul) (40x).

Figura 28. Testiculo de recién nacido. Presenta

dentro de los cordones testiculares algunas
espermatogonias  (flechas negras), células
intersticiales (flechas verde) y células pre-Leydig
(flechas blancas) y vascularizacion (flecha azul) y
capa albuginea (flechas maron). Mn (mesonefros).
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Las glandulas adrenales de
ambos sexos estan constituidas de
tejido adrenocortical y rodeado por
una fina capa de tejido conjuntivo.
Las células adrenocorticales
presentan abundantes gotitas de
lipidos en el citoplasma con un
nucleo basofilo un arreglo similar se
observa en la zona glomerular,
mientras que en la periferia las
células (menor cantidad de lipidos) y
presentan un arreglo similar al de la

zona reticular (Fig. 29).

Figura 29. Glandula adrenal (a 10X) esta constituida
por tejido adrenocorticoide en algunas zonas en
arreglo similar a la zona glomerular (ZG) y en otras
como zona fasciculada (ZF), capsula (flechas negras).
M (mesonefros).

El mesonefros de ambos sexos esta conformado por tubulos mesonéfricos como

se puede observar en las imagenes 30 y 31.

4 g

Figu'ra
nacido (10X), se pude observar los conductos (10X), se pueden observar los conductos

mesonéfricos (+).

Los resultados histoquimicos

31. Mesonefros de macho recién

Ly ~ L
Figura 30. Mesonefros de hembra recién nacida

mesonéfricos (+).

Los resultados de los ensayos histoquimicos para las enzimas A**3B-HSD en los

recién nacidos revelaron que tanto los testiculos como los ovarios carecen de la

capacidad de sintesis de esteroides, pues dieron negativo al igual que el mesonefros.

Sin embargo, la glandula adrenal si presentd actividad esteroidogénica para dicha

enzima (Fig. 32). La actividad enzimatica es mas intensa en el centro de la adrenal,

lo que indica que es tejido adrenocortical esta situado alli (Fig. 33 y 34).
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Figura 34. Complejo gbnada-adrenal-mesonefros de recién nacido. La actividad de la A% 3B-HSD

(precipitados de granulos de formazan) unicamente se presentd en la glandula adrenal (A). Génada
(G), Mesonefros (M) no presenta precipitados (4X).

Figura 33. Testiculo y adrenal de recién nacido Figura 32. Adrenal de recién nacido (10X)
(10X) Los granulos de formazan (algunos (limites de la adrenal flechas negras) los
sefalados por flechas rojas) que indican actividad  granulos de formazan (algunos marcados con
enzimatica de la A**3B-HSD. flechas rojas) que indican actividad enzimatica
de la A>*3B-HSD.

Juveniles de Cuatro meses de edad

Resultados histolégicos

En los juveniles de cuatro meses de
edad, ya hay una diferencia en la
morfologia externa entre las gdénadas de
macho y hembra (Fig. 35y 36). El ovario es
blanquecino y tiene una forma como de un
racimo de uvas, el testiculo es blanquecino
y completamente liso a la vista. Las
adrenales son ovaladas, alargadas vy

amarillentas, no hay presencia del Figura 35. Tracto reproductivo masculino de
cuatro meses. Los testiculos (¢) estan
conectados al espermiducto (*) rodeando las
adrenales (+). Estereoscopio (3.5X).

mesonefros.
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Figura 37. Hembra de cuatro meses. Foliculos
previtelogénicos (flecha negra), nucleo (N),

Figura 36. Tracto reproductivo femenino de
hembras de cuatro meses los ovarios (+)

presentan foliculos blancos, las adrenales son
amarillas (*) y oviducto (o). Estereoscopio
(3.5X).

de

histolégicos de los juveniles de 4 meses

Los resultados los cortes
de edad, han revelado que los ovarios

presentan foliculos previtelogénicos,
con teca (interna y externa) y células

polimorficas foliculares (Fig. 36 y 37).

Los testiculos estan constituidos aun
por cordones testiculares, pero con un
diametro mayor, por lo que el numero
de espermatogonias se increment6 al
que se presenta el testiculo de los
recién nacidos, ademas que entre los
intersticios ya se presentan células de
En

juveniles de cuatro meses de edad en

Leydig maduras (Fig. 39). los

ambos sexos la glandula adrenal
presenta espacios sinusoides, células
adrenocorticales de forma columnar con
nucleos basofilos, ademas de gotitas de
lipidos en el citoplasma (Fig. 40).

El mesonefros no se encuentra

presente, en las hembras, se reabsorbid,

ovoplasma (O) (10X).

Figura 38. Hembra de cuatro meses. Foliculos
pre-vitologénicos, ovoplasma (O), células
foliculares (flecha azul), teca externa (flecha
amarilla), teca interna (flecha roja) (40X).

¥

¥

&

Figura 39. Macho de cuatro meses de edad. El
testiculo presenta cordones testiculares (flechas
negras), células de Leydig (flechas verdes),
espermatogonias (flechas azules), células de
Leydig (flechas amarillas), vascularizacion
(flechas rojas) (10X).
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WFigura 40. Adrenal de juvenil de cuatro
~'meses de edad. Vaso sanguineo (vs),
células adrenocorticales (flecha verde),
> . . . e ,
_4espacio sinusoide (flecha maroén), nucleos
flecha roja, gotas de lipidos (imagen
. * negativa de los lipidos) (flecha negra) (40x).
G L

Los ensayos histoquimicos
han revelado que los testiculos a
los 4 meses de edad presentan
actividad esteroidogénica para la
A>* 3B-HSD y 17 CR (Fig. 30),
esto por los precipitados de
formazan, los cuales se localizan
entre los cordones testiculares,

es decir, en los intersticios donde

estan presentes las células de Figura 43. Ensayo histoquimico para la actividad

. . . enzimatica de 17 CR en testiculo de macho de cuatro
Leydig. También las glandulas meses de edad. Los precipitados de formazan indican
actividad enzimatica de 17 CR (en circulos rojos algunos
ejemplos de los precipitados), capa albuginea (flecha
roja).

adrenales en ambos sexos son
esteroidogenicamente activa

para las mismas enzimas (Fig. 41

Figura 42. Actividad de la 17 CR
(precipitados de formazan), adrenal de
hembra de cuatro meses de edad (40X).

17
(precipitados de formazan), adrenal de
macho de cuatro meses de edad (40X).
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Discusion

En los saurios, como en el resto los vertebrados, se sigue un patron en el desarrollo
embrionario que consiste en una cascada de eventos altamente regulados en tiempo
y espacio, pero un cambio en la etapa de desarrollo en que se llevan a cabo se le

conoce como heterocronia (Keyte y Smith, 2014). En todas las especies de saurios

hasta ahora estudiados, la diferenciacion morfolégica gonadal y la capacidad de
sintesis esteroidogénica ocurren en etapas embrionarias (como en N ocellatus,

Neaves et al., 2006, C. calotes versicolor, Doddamani, 2006; A. carolinensis; Gredler

et al., 2014); sin embargo, este trabajo muestra evidencias de que la lagartija

vivipara Mexicana, B. imbricata, se sale de este patron.

La diferenciacion gonadal en los Squamata parece ser un factor critico para
desencadenar el desarrollo del sistema reproductor, ya que cuando ocurre la
formacion de las gdnadas (en ovario o testiculo) da comienzo la diferenciacion de los

conductos sexuales y los genitales externos (Neaves et al., 2006; Doddamani, 2006;

Indamar et., al 2014; Gredler et al., 2014), ocurriendo todos estos cambios dentro del

periodo embrionario. En cambio, en B imbricata Martinez-Torres y colaboradores

(2015) encontraron que hay heterocronia entre el desarrollo gonadal y la
diferenciacién de los genitales externos. En adicion a esta situacion, este trabajo
encontré ademas que en este saurio hay heterocronia en la diferenciacion testicular

y ovarica.

Testiculo

En C. versicolor, en el desarrollo embrionario el testiculo presenta cordones
seminiferos, el tejido intersticial tiene algunas células de Leydig maduras ya que fue
positivo para la enzima A*>* 3B-HSDH y dentro de los cordones testiculares, en las

células de Sertoli (etapa 36) (Doddamani, 2006). En N. ocellatus (Neaves et al.,

2006) y A. carolinensis (Holmes y Wade, 2005), el testiculo presenta cordones

seminiferos y alrededor de los cordones hay tejido intersticial con células de Leydig
maduras (en etapa 37), ya que hay evidencias indirectas de que los testiculos son
esteroidogenicamente activos, pues existe una correlacion entre la diferenciacion

gonadal y la del tubérculo genital (Neaves et al., 2006; Holmes y Wade, 2005).

Adicionalmente se reportd6 que en los proto-penes se expresan trascritos de
receptores a andréogenos y bajos niveles de receptores a a-estrogenos (A.
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carolinensis, Gredler et al., 2014).Este conjunto de evidencias directas e indirectas

indica que en los saurios los testiculos son activos esteroidogenicamente y que
participan activamente en el desarrollo delos genitales externos. En contraste con
los recién nacidos de B. imbricata que presentan caracteristicas histolégicas
incipientes, pues la cantidad de espermatogonias en los cordones seminiferos es
escasa Yy en el tejido intersticial las células no muestran caracteristicas histologicas
tipicas de células esteroidogénicas, ademas en apoyo a este punto de vista, se

encontré que no presentan actividad.

En este estudio se demostré que a los cuatro meses de la vida posnatal ya hay
actividad esteroidogénica testicular en B. imbricata, ademas que muestran
caracteristicashistoldgicas tipicas de células esteroidogenicamente activas, es decir
en este momento son células de Leydig maduras. Este proceso terminal de

diferenciacion ocurre de manera tardia, en relacion a N ocellatus, (Neaves et al.,

2006), C. calotes versicolor, (Doddamani, 2006) A. carolinensis, (Gredler et al., 2014)

donde esta funcion aparece durante el desarrollo embrionario (etapa 34-37).
Ademas se observé que la actividad esteroidogénica en B. imbricata sélo ocurre en
las células de Leydig, mientras que en C. versicolor a partir de los 20 dias después
de la eclosion hay actividad esteroidogénica débil en el interior de los tubulos
seminiferos, en células de Sertoli. Adicionalmente presenta espermatocitos primarios

y el lumen empieza formarse cuando alcanzan un mes de vida posnatal (Doddamani

2006). En cambio en B. imbricata no hay evidencias contundentes de que la divisién
meidtica se ha iniciado, pues aunque hay espacios en algunos cordones seminiferos
la mayoria son aun compactos y no presentan actividad de la A>*3B-HSD. Estas
evidencias indican que hay un retraso temporal en la diferenciacién testicular, tanto

de las células de Leydig como Sertoli en comparacion a las especies antes descritas.

Ovario

En los saurios hasta ahora estudiados el desarrollo ovarico comienza entre las
etapas 34 a 37, presentan la medula y corteza bien definidas; la primera tiene

algunas lagunas y en la segunda hay varias ovogonias (C. versicolor, Doddamani

1994: N. ocellatus, Neaves et al., 2006; A. carolinensis, Holmes y Wade, 2005).

Ademas en C. versicolor los foliculos ovaricos son positivos para la A>*3p-HSD

(etapa 36) (Doddamani, 1994). En otras especies (N. ocellatus Neaves et al., 2006;

A. carolinensis, Holmes y Wade, 2005) hay evidencias indirectas de que los ovarios
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son activos esteroidogenicamente, ya que hay una correlacion entre la diferenciacion
sexual gonadal y la regresion de los tubérculos genitales. Adicionalmente se
encontré que los clitoris expresan trascritos de receptores a a-estrogenos y bajos

niveles de receptores a andrégenos (A. carolinensis, Gredler et al., 2014). Este

conjunto de observaciones indica que los ovarios son esteroidogenicamente activos
y sugiere que participan en el desarrollo del tracto reproductor. En cambio, los
ovarios de los recién nacidos de B. imbricata, aunque son similares en las
caracteristicas histolégicas, no presentan actividad deA®*3B-HSD, asi que son
esteroidogenicamente inactivos. Esto indica un desfasamiento temporal en el

desarrollo del ovario con respecto al resto de los saurios estudiados.

A los cuatro meses de edad, los cortes mostraron que los ovarios ya presentan
foliculos previtelogénicos con teca (interna y externa) y células polimorficas
foliculares. Este aspecto ya lo presentan los crios de un mes de vida posnatal del

saurio C. versicolor, y que son esteroidogenicamente activos (Doddamani, 1994). En

B. imbricata se desconoce si ya poseen esta capacidad.

Adrenal

Un hecho que llama la atencion es que la glandula adrenal de los recién nacidos
de ambos sexos de B. imbricata presenta actividadde A>*3B- HSDH, esto demuestra
que es capaz de producir esteroides. Sin embargo, es posible que los esteroides
producidos por esta glandula no participen en el desarrollo y/o regresion de los
penes, ya que no se distinguen diferencias morfoldgicas en estas estructuras entre
hembras y machos. En machos de cuatro meses de edad de B. imbricata, la
glandula adrenal es capaz de producir T, esto concuerda con otros Squamata, que la

glandula sintetiza este andrégeno (p.ej. Naja naja, Gottfried et al., 1967; C. versicolor,

Indamar et., al 2014). Se necesitan realizar estudios mas detallados para determinar

cual es la funcion de estos esteroides en B. imbricata, porque a pesar de que el
testiculo y la adrenal ya son capaces de sintetizar testosterona, los penes continuan
siendo similares en ambos sexos. Esta situacion podria deberse a que los penes
carecen de receptores a andrdgenos, ya que en estudios previos se ha demostrado
que en A. carolinensis estas estructuras pueden responder en ambos sexos a la

administracién de esteroides sexuales (Holmes y Wade, 2005) y demostraron que

los andrégenos son esenciales para el desarrollo del pene (A. carolinensis, Forbes,

1939; Raynaud vy Pieau, 1985; Gredler et al., 2014) y los estrogenos para la
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formacion de clitoris (Gredler et al., 2014). En este sentido se encontr6 que la

administraciéon de androgenos a embriones hembras y estrogenos a embriones

machos, retienen o regresaban los penes respectivamente (Holmes y Wade, 2005).

Sin embargo, para que ocurra esta respuesta es fundamental la presencia de sus

respectivos receptores (Gredler et al., 2014). Entonces, en B. imbricata la ausencia

de receptores y su aparicion en la vida posnatal (particularmente en la fase pre-
adulta) podria estar correlacionada con la retencion de los penes en la hembra y su

regresion previa a la madurez sexual (Martinez-Torres et al., 2015).Estas

observaciones hacen necesario un estudio mas detallado para determinar en qué
momento aparecen los receptores a T y E en los tubérculos genitales en ambos

sexos de B. imbricata.
Conclusiones

1. Las gonadas de recién nacidos de B. imbricata presentan caracteristicas
basicas propias del ovario y testiculo; sin embargo, no son activas
esteroidogenicamente.

2. Las células de Leydig de los recién nacidos no han concluido su
diferenciacion.

3. La glandula adrenal posee actividad esteroidogénica, tanto de recién
nacidos como de juveniles y en estos ultimos es capaz de sintetizar
androgenos, pero se desconoce cual seria la funcion de este esteroide
en los recién nacidos de este saurio.

4. Los machos juveniles de cuatro meses tienen células de Leydig maduras,
las cuales ya son esteroidogenicamente activas y las hembras de esta
edad presentan foliculos previtelogénicos.

5. El desarrollo y diferenciacion de las células de Leydig presentan

heterocronia en relacién al resto de los saurios actualmente estudiados.
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