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INTRODUCCION

El avance de la ciencia requiere de organismos modelo gque le ayuden a comprobar sus hipétesis,
siendo los anfibios seleccionados por algunas caracteristicas de su desarrollo. La mayoria de los
anfibios son de fecundacién externa su huevo es transparente y grande; su desarrollo embrionario y

generacional es corto; ademés se pueden cultivar en instalaciones sencillas como peceras.

En genera los anfibios son suaves y himedos, a excepcion de las cecilias, que tienen pequefias
escamas en |os pliegues exteriores del cuerpo, no obstante, a contrario que los reptiles, los anfibios
carecen de escamas y tienen que permanecer en las inmediaciones del agua para sobrevivir. Hay tres
ordenes existentes de anfibios, Gimnofiones o Apodos (cecilias), anuros (ranas y sapos) y urodelos
(salamandras, tritones y sirenas) (Duellman, 1986, Sever, 2002). Los eventos reproductivos han sido
maés estudiados en los anuros, e conocimiento sobre estos eventos se toma como referencia para €l

desarrollo de lareproduccion de los urodel os.

La capacidad de los urodel os para regenerar algunas partes de su cuerpo, es hoy en dia de gran interés
para la investigacion en biologia del desarrollo en especial para las ciencias biomédicas, por lo cua
se estan implementando nuevas técnicas para poder tenerlos en cautiverio bgjo condiciones
controladas. Ademas, en algunos anfibios urodelos se presenta € fendmeno de neotenia, donde un

estado larval (gjolote) puede madurar sexual mente.

Por otra parte, la reproduccion, mantenimiento y manego de los golotes en cautiverio, es
relativamente sencillo, por lo cual resultaria adecuada la utilizacién de estos organismos en las
investigaciones sobre biologia del desarrollo y su aplicacion en la docencia. Los urodelos ademés
tienen la capacidad para producir en una sola puesta de 300 a 600 huevos y en algunos casos se

Ilegan areportar hasta 1000 huevos por puesta (Duellman, 1986)

La redizacion de investigaciones que vayan enfocadas a conocer mas de la biologia de la
reproduccion de los urodelos como la diferenciacion gonadal, la determinacion de las células
germinales y la fecundacién, no sélo repercutird positivamente en e campo de las ciencias
biolbgicas, sino sera de gran utilidad para quienes los urodelos representan una fuente de ingresos
econdémicos, asi como también en € campo de la ecologia debido a que su habitat esta

desapareciendo encontrandose en peligro de extincion.



Aunque los estudios sobre la biologia reproductiva de los urodelos es alln muy escasa, es de gran
importancia reunir esta informacion, analizarla 'y compararla con la de otros organismos modelo,
principalmente si se toma en cuenta, que no se tiene informacion que analice estos tépicos para saber

gue tanto se ha avanzado en el conocimiento de |os eventos reproductivos de estos anfibios.



ANTECEDENTES

En los vertebrados existen diferentes formas para determinar €l sexo. En los mamiferosy en las aves,
la determinacion sexual es estrictamente genética. En los mamiferos la hembra es homogamética, con
dos cromosomas sexuales iguales (XX), mientras que en € macho es heterogameético, presentando
dos cromosomas sexual es diferentes (XY). En las aves la situacion esta invertida, € macho tiene dos
cromosomas iguaes (ZZ), mientras que en la hembra e par de cromosomas es diferente (ZW)
(Gilbert, 2005).

En los mamiferos cuando € embrion es XY, los cordones sexuales primarios que se forman del
epitelio celdmico de la cresta genital proliferan hasta penetrar hasta el mesénguima del primordio
gonadal y posteriormente las células germinales, que migraron ala génada, penetran a éstos. La parte
distal de estos cordones se fusionaran unos con otros y formaran unared de cordones internos, larete
testis, conforme la gbnada prosigue su desarrollo se forman otras estructuras propias del testiculo. En
las génadas indiferenciadas XX, los cordones sexuales primarios degeneran. El epitelio germinal
pronto produce un nuevo juego de cordones sexuales que permanecen cerca de la corteza de la
goénada, estos cordones se fragmentan y se forman grupos de células epitelides que rodean a las

células germinaes paraformar €l foliculo (Gilbert, 2005).

Por otra parte, varios genes han sido encontrados cuya funcion es necesaria para la diferenciacion
gonadal normal, principalmente en roedores. Sry, es responsable de la induccion del testiculo en
conjunto con Sox9 (Meyers-Wallen, 2005).

En los anfibios se han establecido dos modelos de diferenciacion sexual, en algunos concuerda con €l
modelo de mamiferos y otros con € de aves. En Xenopus laevis como en Rana pipiens Y Bufo
vulgaris se ha reportado que el macho es homocigoto presentandose los cromosomas ZZ mientras
gque la hembra es heterocigota siendo los cromosomas ZW (Van Tienhoven, 1983, Osawa et al.,
2005).

La linea celular que da origen a los gametos son las llamadas células germinales primordiales
(CGPs), cuyo origen es determinado de diferente forma en los animales en sus primeras etapas del
desarrollo. Ha sido claramente establecido que en organismos como |0s ranas, nematodos, moscas y

pollos las CGPs son especificadas por determinantes citoplasméticos (proteinas especificas y ARNm,



a ambos se les Ilama plasma germinal) en & ovocito, en anfibios urodelos, se dice que es por

fendmeno de induccion laformacion de CGPs (Johnson et al., 2003).

Durante la fecundacidon se fusionan € espermatozoide y e ovocito/6vulo para crear un nuevo
individuo con un genoma que es derivado de ambos padres. Por o tanto, la fecundacién implica por
una parte, la combinacion genes (sexualidad) derivados a partir de ambos progenitores y
posteriormente, la creacién de un nuevo organismo es decir, lareproduccion (Gilbert, 2005).

En los anfibios, muchos anuros presentan fecundacion externa mientras que en la mayoria de los
urodelos su fecundacion es interna. Las hembras de urodelos toman con los labios cloacaes el
espermatéforo “eyaculado” por los machos en € agua. Los espermatozoides empaquetados en €l
espermatéforo son liberados dentro de la cloaca y son amacenados en la espermateca. Después de un
corto o largo periodo de amacén fecundan a los 6vulos en la cloaca, que posteriormente seran
liberados en € medio acuético (Gilbert, 2005).

Los factores que regulan lamovilidad del espermatozoide son Unicos en cada especie.

En e arenque, Clupea pallasi, se han aislado dos factores del huevo, uno de los cuales es un péptido
gue activa a espermatozoide, mientras que € otro es una glucoproteina que inicialamovilidad de los
mismos (Watanabeet al., 2003).

Por otra parte, en € erizo de mar Strongylocentrotus purpuratus, un péptido que activa los
espermatozoides, speract, es liberado de la gelatina del huevo (Watanabe et al., 2003). Asi también,
un péptido con funcion quimiotéctica resact se ha aislado de la gelatina del huevo del erizo de mar
Arbacia punctulata (Suzuki and Garbers, 1984, Ward et al., 1985).

La gelatina del huevo (GEL H) de anfibios, se compone de estructuras fibrosas que forman varias
subcapas, que son secretadas en la parte posterior del oviducto, pars convulata. Se sabe que los
carbohidratos son diferentes entre las subcapas de la GEL H, sugiriendo que cada capa juega una

funcién distinta en la fecundacion y en € desarrollo (Carroll et al., 1992, Watanabe y Onitake,
2002.).

La proteina ZPC es homdloga a la proteina ZP3 de ratdn (asi como en peces y mamiferos) por ser €l
sitio de unién del espermatozoide e inducir la reaccion acrosomal en la zona pellcida. La proteina

ZPC se cree que contribuye a la union del espermatozoide en Xenopus laevis, como en muchas



especies. La reaccidn acrosdbmica en anuros es inducida cerca o en la membrana vitelina en Bufo y
Xenopus; sugiriendo que la sustancia inductora de la reaccion acrosomal es agregada a la membrana
vitelina antes de ser rodeada por la GEL H (Watanabe y Onitake, 2002).



JUSTIFICACION

Varias especies de urodelos han sido utilizadas como modelos en e estudio de la biologia del
desarrollo, desde los experimentos de trasplante que realizaron Spemann y Mangold en 1924, con €l
gue obtuvieron € premio Nobel con su hipotesis del organizador primario. Los anfibios urodelos se
han venido usando en diversas areas de la biologia del desarrollo. Sin embargo Xenopus laevis €s €

modelo por excelencia en diversas &reas de la Biologia del desarrollo.

El avance de la ciencias biologicas requiere de organismos modelo que ayuden a comprobar sus
hipbtesis, constituyendo los anfibios urodelos, uno de los modelos aternativos, debido a sus

caracteristicas de desarrollo; un tiempo corto entre generaciones y su facilidad de cultivo.

Ademés, en los urodelos en una sola puesta se pueden obtener hasta 1000 embriones, por o cual son
ideales para la realizacion de practicas de laboratorio de biologia de la reproduccion, asi como
también en otras areas de las ciencias biol 6gicas.

Debido a que las investigaciones sobre aspectos reproductivos en organismos superiores son dificiles
de estudiar, dichos tépicos han sido enfocados principa mente en organismos de fecundacion externa
como los anfibios anuros (ranas y sapos), descuidando a organismos como los anfibios urodel os que
pueden aportar conocimientos que ayuden a entender |o que sucede en otros vertebrados que también

son de fecundacién interna.

Debido a que no se cuenta con informaci én bibliografica que analice qué tanto se ha avanzado en €
estudio de las caracteristicas reproductivas de urodelos, seria muy Util que la investigacion se
enfocara sobre aspectos como diferenciacion gonadal, formacién de lingje germina y fecundacion,

ya que en México hay pocos estudios sobre estos topicos.



OBJETIVOS

Objetivo general

Conocer con base en una revisiéon bibliografica los aspectos reproductivos hasta hoy estudiados de

anfibios urodel os.

Objetivos particulares

Revisar como es la diferenciacion gonada y laformacion de lingje germinal en los anfibios urodel os.

Describir los principal es eventos de la fecundacion en |os anfibios urodel os.

Comparar la diferenciacion gonadal, formacién del linge germina y fecundacion de los anfibios

urodel os con la de otros vertebrados model os de estudio para dichos procesos.

METODOLOGIA.

Para cumplir con los objetivos planteados, se hizo una recopilacion de libros, tesis, fuentes
electronicas formales de informacion, revistas cientificas nacionales e internacionales rel acionadas
con las bases bioldgicas del conocimiento del lingje germinal, diferenciacién gonadal y fecundacién
en anfibios urodel os.

Los articulos o informacion recopilada se leyo y analizd para obtener la informacion necesaria con
respecto al tema, se elaboraron cuadros, esquemas y/o diagramas comparativos entre anfibios

urodel os y al gunas especies model o de estudio para dichos procesos.



RESULTADOS

Diferenciacion gonadal

Los animales han adoptado mdltiples estrategias para determinar e sexo. En general, hay dos
mecanismos en vertebrados. determinacion sexual genctipica (sistema XX/XY o ZZ/ZW) y
determinacién sexual dependiente de temperatura. Aungue la determinacion sexual esta bajo control
genético, ladiferenciacion sexual de las gonadas puede ser modificada por efecto de la temperatura u

hormonas esteroides (Chardard et al., 1995).

En los mamiferos se han encontrado varios genes necesarios para la diferenciacién gonadal normal.
En € ratdn, el gen Sry es responsable de transformar € tegjido somatico de la génada indiferenciada
en testiculo. Sin embargo, la presencia del gen Sry no es suficiente para el desarrollo de los testicul os,
se requiere de la presencia del gen Sox9 que ayuda también a la degeneracion de los conductos de
Mdller (Gilbert, 2005, Meyers-Wallen, 2005).

La expresion del gen Lhx9 en mamiferos, es requerido para la formacion de la gonada bipotencial
(Mazaud et al., 2002) en conjunto con & gen WT1. Ambos genes activan la expresion del gen Sfl
gue es esencial para la formacion de la gonada bipotencial y parece participar en la masculinizacion
delascéulasde Leyding y Sertoli (Wilhelm y Englert, 2002, Park et al., 2005).

En aves, e gen Dmrtl en el cromosoma Z de pollos es expresado en la gbnada indiferenciada antes
de la determinacion sexual (Osawa et al, 2005). Dmrtl es esencid para la diferenciacion de
testiculos y podria estar implicado en la diferenciacion gonada de Xenopus laevis (Osawa et al.,
2005).

En los anfibios e mecanismo de diferenciacion sexual general, concuerda en agunos con € modelo
de mamiferos y en otros con e de aves. En algunos anuros como Xenopus laevis, Y Rana pipiens asi
como también en urodelos como Ambystoma se ha reportado que e macho es homocigoto (Z2),

mientras que la hembra es heterocigota (ZW) (Van Tienhoven, 1983, Osawaet al., 2005).

En muchas especies de reptiles, incluyendo lagartos, cocodrilos y tortugas la determinacién sexua es

dependiente de latemperatura (Chardard et al., 1995).



Generalmente, a criar larvas de algunos anfibios a temperatura ambiente (20 + 2°) se obtiene una
relacion de 1 macho: 1 hembra; sin embargo, a subir o bgjar la temperatura esta relacion cambia
(Chardard et al., 1995). El cambio de sexo funcional por medio de latemperatura en urodel os se pude
ver en dos especies de Pleurodeles, P. waltl y P. poireti. Al mantener |as larvas a unatemperatura de
32° @ resultado es de 100% machos funcionales (Flament et al., 2003). El tratamiento con
temperatura en urodelos, debe ocurrir en el llamado “ periodo termo sensitivo” que va del estadio 42
a estadio 54 en Pleurodeles waltl. El tratamiento con estradiol en machos (ZZ) hace que se

diferencien en hembras funcionales, contrarrestando los efectos de masculinizacion de la alta
temperatura (ver figural) (Flament et al., 2003).
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Figura 1. Desarrollo de Pleurodeles waltl: Principales eventos del desarrollo gonadal. La evolucién de
las gbnadas se presenta en tres eventos. Primordio gonadal, gonadas indiferenciadas y diferenciacién
gonadal correspondiendo a testiculos u ovarios. El cambio del sexo ocurre con tratamiento de calor en
larvas hembras (ZW) del estadio 42 al estadio 54 al cual sele llama periodo termo sensitivo o también,
el cambio del sexo ocurre tratando a larvas machos (ZZ) con estrégenos durante el periodo sensible a
hormona (del estadio 52 a estadio 56) (Modificado de Flament et al, 2003).

Los esteroides también juegan un papel clave en las funciones reproductivas en las especies de
vertebrados y una diferenciacion sexual en vertebrados no mamiferos. Los estrogenos son

sintetizados por una enzima compl gja denominada aromatasa (Kuntz et al., 2004).

En estudios con larvas de anfibios anuros la hormona estradiol a altas dosis induce 100 % machos,
mientras que a bajas dosis induce 100% hembras. Mientras que en salamandras como en Ambystoma
punctatum, 10s datos encontrados muestran que e tratamiento con estrégenos a machos en estado
larval induce desarrollo de hembras (Hayes, 1998., Chardard et al., 2003).



En la hembra de la salamandra P. waltl se ha detectado una actividad aromatasa en sus génadas,
aumentado conforme avanza su desarrollo larval, mientras que cuando se bloquea dicha actividad €
resultado es el desarrollo de testiculos. Sugiriendo que los estrégenos podrian estar implicados en la
diferenciacion sexual gonadal de hembras en esta especie (Hayes, 19998., Flament et al., 2003,
Chardard et al., 2003).

Determinacion de las células germinales primordiales.

La linea celular que da origen a los gametos es la de las llamadas células germinales primordiales
(CGPs), cuyo origen es determinado de diferente forma en los animales en sus primeras etapas del
desarrollo. Los procesos por los cuales |os gametos contintian su desarrollo hasta su maduracién en el
caso de tratarse de los Ovulos es la ovogénesis en las hembras, mientras que en los machos es |la

espermatogénesis paraformar espermatozoides.

La linea germinal es establecida en los embriones de los animales con la formacion de CGPs, que
daran origen alos gametos. Existen dos modos de determinar las CGPs en |os embriones de animales

(Johnson et al., 2003), una por determinantes citoplasméticos y otra por interacciones celulares.

En organismos como los nematodos, moscas, ranas y pollos las CGPs son especificadas por
determinantes citoplasméticos que son denominados en su conjunto como plasma germina en el
ovocito. El plasma germinal, contiene un gran nimero de mitocondrias, ribosomas y estructuras
llamadas granulos germinaes posteriormente, €l plasma germinal sera empaguetado por células
especificas durante la segmentacion (Johnson et al., 2003, Gilbert, 2005). El plasma germina de
anfibios anuros (ranas y sapos) se encuentra alrededor del polo vegetal del ovocito, durante la
segmentacion es llevado haciael polo animal del citoplasma, (figura 2). Las CGPs se concentran en
laregion posterior del intestino larval asi como en la cavidad abdomina en formacién, migrando alo
largo del lado dorsal del intestino y luego alo largo de la pared abdominal entrando a la cresta genital
(Johnson et al., 2001, Gilbert, 2005).
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Figura 2. Origen de las CGPs en diferentes organismos. En A, los granulos P en C. elegans se
distribuyen alo largo del huevo maduro. Se separan del linagje celular somatico a través de una serie de
divisiones desiguales que producen blatomeras P1 en el embrion de 2 células y € linge germinal
congtituye la blastomera P4. En B, €l plasma polar de Drosophila es localizado en el extremo posterior
del huevo maduro. El nicleo llega a extremo posterior del embrion, formando células polares que
incluyen plasma polar. En C, el plasma germinal de Xenopus se localiza en el polo vegetal del ovocito
maduro. Este se divide en proporciones iguales entre la primera y la cuarta blastomera. En el estadio de
blastula, el plasma germinal es encontrada en aproximadamente 20 células que estan posicionadas en €l
piso del blastocele. Y en D, las CGPs primeramente se localizan en el estadio de blastodisco. Estas son
principamente encontradas en la regidon llamada creciente germinal, que esta localizada anterior al
embrion propiamente (Modificado de Matovay Cooley, 2001).

En los casos tales como las salamandras y mamiferos, las células germinales son determinadas por
interacciones entre las células vecinas, no se ha localizado un plasma germinal en los ovocitos de
salamandras. Las CGPs de embriones de anfibios urodelos tienen un origen de la placa lateral del
mesodermo que involuciona a través del labio ventral del blastoporo (Johnson et al., 2003). La
interaccion de las células del endodermo dorsal y células del hemisferio animal crean las condiciones
necesarias para formar células germinales en las areas que involucionan a través del labio dorsal
(Ikenishi y Nieuwkoop, 1978). En otros estudios se ha encontrado que en varias especies de urodel os
las CGPs derivan de las células ubicadas en la zona margina ventral (ZMV) de embriones en estadio
de gastrula; estas células més tarde migran sobre € labio ventral del blastoporo en asociacion con el
mesodermo presuntivo lateral posterior (Johnson et al., 2001). Asi en las sdlamandras, las CGPs son
formadas por induccion en la region del mesodermo, posteriormente siguen un camino hacia las
gbnadas, mientras que en € ratdn € ectodermo extraembrionario induce a las células epiblasticas
vecinales para convertirse en precursores de las CGPs y en € mesodermo extraembrionario (Bendel-

Stenzel et al., 1998), ver figura3.
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Embrién en el estadio de 10.75, las CGPs derivan de
las células localizadas en la zona marginal ventral
(ZMV) de embriones en estadio de gastrula. Las
células de la ZMV més tarde migran sobre el labio
ventral del blastoporo en asociacion con €
mesodermo presuntivo lateral posterior. Otras partes
en que se divide el embrién polo animal (PA), polo
vegetal (PV) zona marginal dorsal (ZMD) vy lateral
(Lat) (Tomado de Johnson et al., 2001).

A. mexicanum

La posicion de las CGPs es indicada por puntos rojos.
Las flechas indican la posicion de la cloaca. En
embriones de A. mexicanum (estadio 28), los
precursores de las CGPs se mueven con el mesodermo
posterior, lateral a la cloaca durante la gastrulacién, a
la mitad posterior del tronco (Modificado de Johnson
et al., 2003).

Figura 3. Se muestra el oriaen y miaracion de las CGPs de mamiferos y de anfibios urodelos.

Determinacién y migracion de

CGPs en los anfibios.

En los anfibios anuros se identifica morfol 6gicamente e plasma germinal por la presencia de grandes

poblaciones de mitocondrias (se especula que estos organelos portan los determinantes de la linea

germinal) unidas a la membrana celular con una apariencia de granulos fibrosos e ectro-densos

llamados grénulos germinales, son conocidos también como granulos P en el nematodo C. elegans,

granulos polares en Drosophila y granulos germinales en Xenopus, ver figura 2 (Matova y Cooley,

2001).

En e anfibio urodelo Ambystoma mexicanum, grandes gréanulos germinales han sido observados

después de la fecundacion en la zona margina dorsal del embrion, en donde se propone que las

interacciones inducen la determinacion de las CGPs. Con estas observaciones se sugiere que podria




haber una contribucion materna por la presencia de grandes poblaciones de mitocondrias, para

inducir los eventos requeridos en laformacion de las CGPs en esta especie (Matova'y Cooley, 2001).

Por otra parte, estructuras correspondientes a granulos germinales similares de anfibios anuros o sus
derivados se reconocen en las CGPs de 4. mexicanum en €l estadio 40 y aumentan hasta el estadio 46
(Tamori et al., 2004). Sin embargo, € plasma germina como tal no ha sido encontrado en ovocitos o

huevos de anfibios urodel os.

En € raton se ha identificado y caracterizado un factor de trascripcion llamado Oct-4 u Oct-3, este
factor es expresado exclusivamente en células tallo y células germinales. Se ha sugerido que este
factor podria estar manteniendo la potencia de las cdlulas tallo y de las células germinales (Pesce et

al., 1998, Bachvarovaet al., 2004).

En los vertebrados € lingje de las células germinal es es especificado por informacién posiciona en la
gastrulacion del embridn, la identificacion de los factores de trascripcién homaologos para Oct-4 en
mamiferos y en especies de anfibios urodel os, sugiere que estos factores pudrian estar implicados en
la separacion de células somaticas de las células germinales (Pesce et al., 1998, Matova and Cooley,
2001).

Las CGPs suben a una posicion anterior durante el desarrollo de Xenopus pero no en e desarrollo del
Ambystoma. En Xenopus las CGPs son encontradas en la mitad posterior del endodermo a final dela
gastrulacion y en la mitad del tronco en estadios de renacuagjos. Como €l tronco se acorta, las CGPs

entran alagénada anivel de las vértebras 3-8, ver figura 3 (Johnson et al., 2003).

Xenopus

Figura 4. Migracion de las CGPs en Xenopus. La posicion de las CGPs se indica con puntos
rojosy laposicion de la cloaca se indica con la flecha (Tomado de Johnson et al., 2003.).



El gen DAZ (Supresor en la Azoospermia) codifica una proteina unida a RNA localizada en €
cromosoma Y de humanos masculinos (Tamori et al, 2004). Homdlogos de este gen han sido
identificados en otros organismos modelo. En Xenopus, €l RNA del gen Xdazl estalocalizado en el
plasma germinal en los ovocitos y en embriones, sugiriendo que la proteina resultante es requerida
para el desarrollo temprano de las células germinales durante la migracion ala gonada. En el anfibio
urodelo, Cynops pyrrhogaster sSin embargo, e gen Cydazl y la proteina (Cydazl) se detectaron en las
células germinales que habian Illegado a la cresta genital en desarrollo, indicando que la proteina
Cydazl parece tener un papel en la diferenciacion de las células germinales durante la embriogénesis
tardia (Tamori et al., 2004).

En los urodelos no se conoce con claridad la ruta de migracion de las CGPs. Sin embargo, a
diferencia de otros vertebrados una vez que se han establecido las CGPs, éstas células continlian su
desarrollo en la génada diferenciada.

En anfibios las gdnadas varian de forma en relacion con la del cuerpo. En los urodelos | os testiculos
son aargados e irregulares, mientras que en los anuros son redondeados, cada testiculo (I6bulo)
muestra diferentes estadios de maduracion de los espermatozoides, en un corte histol 6gico se pueden
apreciar la distribucion de grupos (quistes) de espermatozoides en un mismo estadio de maduracién
(figura 5) (Paniagua y Nistal, 1983). Similar a los testiculos, los ovarios tienen la funcion de la
maduracion de células germinales, por € proceso de la ovogénesis, en donde la ovogonia se

transforma en ovocito que es liberando a oviducto (Duttay Munshi, 2001).
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Figura 5. Se muestran grupos de espermatozoides en diferentes grados de maduracion (quistes) de los
testiculos del urodelo Ambystoma, espermatocitos primarios (EP), espermatocitos secundarios (ES) y
espermatozoides maduros (EM) (Modificado de Armstrong, 1989).

Por otra parte, tenemos que la interaccion de las células germinales y de Sertoli es dificil de estudiar

en mamiferos, debido ala organizacion celular compleja de sus tlbulos seminiferos; ya que una sola



célula de Sertoli esta en contacto con varias células germinales en diferentes estadios de maduracion
(Séez, et al., 2001).

Los testiculos de anfibios urodelos, proporcionan un sistema para € estudio del proceso de la
maduracion de las células germinales; gracias a la organizacion de sus quistes, en donde las células
germinales se pueden encontrar en un determinado estadio de maduracion o en gradiente de
maduracion (Del Rio-Tsonis, 1996., Pierantoni, et al., 2002).

La estructura de los testiculos (pareados) de urodelos es Unica debido a que los quistes estén
organizados en I6bulos (Del Rio-Tsonis, 1996., Jameson, 1988., Armstrong- Malaciski, 1989), los
cuales son equivalentes a los tubos seminiferos en mamiferos, estos |6bulos proporcionan separacion
fiscaentre e intersticio de las células germinales que lo comparten (Gémez, 1989), como se muestra
enlafig. 6.
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Figura. 6. Espermatogénesisy estructura testicular de un urodelo tipico A) los testiculos de los urodel os
consiste de varias zonas cada una consiste de un estadio igua de la espermatogénesis, estadio
espermatogonias (EE), estadio espermatocitos primarios (EP), estadio espermétides redondas (ER) y
estadio espermatides alargadas (EA). El radio del volumen entre varios estadios depende de las
estaciones. La parte madura s encuentra ausente. Después de varios ciclos mitéticos, las
espermatogonias se diferencian en espermatocitos primarios que pasan por divisiones meioticas, dando
como resultado espermétides redondas pasando al proceso de la espermiogénesis y eventua mente
diferenciandose en espermatozoides maduros. B) Las pequefias unidades de los testiculos es un quiste
gue se constituye de una célula germina clonada derivada de una espermatogonia y de algunas células
somaéticas, células de Sertoli. Algunos quistes estan empaquetados en un [ébulo que esta rodeado por
una membrana basal. Afuera de los |6bulos se encuentran algunas células de Leydig llamadas células
peristéticas (Modificado de Shin-ichi, 2004).



La espermatogénesis es un proceso continuo de diferenciacién por € cual, las espermatogonias pasan
por una serie de divisiones mitéticas antes de entrar a su ciclo meidtico. Los espermatocitos
primarios se convierten en espermatocitos secundarios después de la primera division meiéticay més
tarde se convierten en espermétides después del segundo evento meidtico. En todos estos eventos de
diferenciacién celular de espermatogonias a espermatides, las células germinales permanecen unidas
por medio de puentes citoplasméticos por |os cuales pueden intercambiar iones 'y moléculas, gracias a
esto es gue se da una sincroniade diferenciacion (Gilbert, 2005). Finamente las espermétides entran
al proceso de espermiogénesis para la diferenciacion a espermatozoides maduros. Todos estos
eventos estan estrechamente regulados por factores hormonales y paracrinos liberados durante las
interacciones de las células somédticas y las células germinales (Del Rio-Tsonis, 1996).

Posteriormente en los urodelos los espermatozoides maduran y son empaquetados en estructuras
llamadas espermatéforos (paquetes de espermatozoides), que son expulsados a medio acuatico
durante e apareamiento donde la hembra los recoge con sus labios cloacales para depositar los

espermatozoides en la espermateca (Wake y Dickie, 1998, Sever, 2002).

Tanto € testiculo como € ovario, van a tener dos funciones principales. produccion de gametos y
sintesis de esteroides. Mientras que en la espermatogénesis se forman esencialmente gametos con un
nucleo movil, en la ovogénesis se forman gametos que contienen todo el materia necesario para
iniciar y mantener el metabolismo y el desarrollo de un nuevo organismo.

Los ovarios de la mayoria de los urodelos son estructuras alargadas y simétricas que estan
conformados en términos generales de su superficie externa hacia su interior por, una cortezay una
meédula. En la corteza se encuentra el epitelio germinal que contiene ovogonias y la mayoria de los
foliculos, los cuaes contienen a los ovocitos. En la médula se encuentran los vasos sanguineos,

nervios y agunos foliculos muy desarrollados ademas de los cuerpos lUteos. (Duttay Munshi, 2001).

La ovogénesis en la especie humana comienza cuando las células germinales se multiplican y
producen las ovogonias. Estas células entran en una fase de crecimiento y se originan los ovocitos de
primer orden. En ellos se lleva a cabo la meiosis y comienza la fase de maduracion. La primera
divisién meidtica da lugar a una célula grande, el ovocito de segundo orden y una célula menor, €l
corpusculo polar. El ovocito se divide y da lugar a segundo corplsculo polar. Esta célula, es la que
se transforma en e ovocito secundario listo para ser fecundado. Los corpusculos polares no son

funcionales, y se pueden volver adividir. El ovocito, durante la ovogénesis, se rodea de células en el



ovario y se forman los [lamados foliculos (Gilbert, 2006, Pierantoni et al., 2002). En € caso de los
anfibios, las células que recubren al ovocito son las que van a formar las capas de la gelatina del
huevo, la cual presenta diferentes funciones en la fecundacion del ovocito y en € desarrollo (Wake y
Dickie, 1998).

Fecundacion

La fecundacién es un evento por €l cual se produce descendencia. Los anuros presentan fecundacién
externa mientras que en la mayoria de los urodelos es interna, en estos Ultimos no se presentan
Organos copulatorios sino labios cloacales que la hembra utiliza para recoger € espermat6foro que es

depositado en el fondo del estanque por el macho.

Los ovocitos de anfibio estan rodeados por una membrana vitelinay varias capas de gelatina. Dichas

cubiertas son esenciales paralainteraccion de los gametos (ovocito y espermatozoide).

El encuentro de los gametos se ha estudiado principamente en e erizo de mar y ha servido de
modelo para extrapolar los conocimientos obtenidos a otras especies de fecundacion externa. Los
detalles de la fecundacion son diferentes en cada especie, pero en genera se presentan 4 eventos de
acuerdo a Gilbert (2005).

1. Contacto y reconocimiento entre el espermatozoide y e ovocito/6vulo. Asegurando que ambos
sean de lamisma especie.

2. Regulacion de la entrada del espermatozoide a gameto femenino. Con esto se evita que més de
uno entre a ovulo.

3. Fusion del material genético de ambos gametos (espermatozoide y 6vul o).

4. Activaci6n del metabolismo del 6vulo fecundado parainiciar e desarrollo de un nuevo organismo.

El sistema de fecundacion en los anfibios, ha sido estudiado mas en anuros que presentan
fecundacion externa (Adams et al., 2005). Sin embargo, los eventos que suceden en la fecundacion
externa son diferentes a la fecundacién interna. En la fecundacion externa de anuros como en
Xenopus Y Bufo la osmolaidad aumenta alrededor de los espermatozoides que se expulsaron en €l
agua, induciendo la movilidad de éstos, posteriormente son atraidos a huevo por accion



quimiotécticapor parte de la gelatinadel huevo hastallegar ala membrana vitelina donde es inducida

lareaccion acrosémicay asi lograr fecundar al huevo (Watanabe y Onitake, 2002).

Las hembras de urodelos toman e espermatoforo expulsado por los machos en e agua. Los
espermatozoides son liberados dentro de la cloaca'y se amacenan en la espermateca. Después de un
corto o largo periodo de almacenamiento fecundan alos ovocitosen la cloaca. Antes que se complete
la fecundacion de los huevos son expulsados a agua. En algunas especies, |os espermatozoides
almacenados en |la espermateca entran al oviducto y fecundan los huevos. Los huevos fecundados
comienzan a desarrollarse en e oviducto y la embriogénesis es completada alli. En estas especies
viviparas, algunos carbohidratos son secretados en la porcion mas posterior del oviducto para
abastecer a embrion. Sugiriendo que algunas secreciones del oviducto son modificadas de modo
especifico en la fecundacion. Sin embargo, se cree que €l mecanismo béasico para la fecundacion es

comun entre los anfibios (Adams et al., 2005).

La gelatina del huevo (GEL H) de anfibios urodelos es esencial para que se lleve con éxito la
fecundacion y el desarrollo, ademés tiene una funcion antibidtica hasta que la embriogénesis se haya
completado. La GEL H de anfibios que es secretada en la parte posterior del oviducto, pars

convulata, Se compone de estructuras fibrosas que forman varias subcapas (Wake y Dickie, 1998).

Se sabe que los carbohidratos son diferentes entre las subcapas de la GEL H, sugiriendo que cada
capa juega una funcion distinta en la fecundacion y en e desarrollo (Carroll et al., 1992, Itoh et al.,
2002.).

En e urodelo, Cynops pyrrhogaster, la GEL H es morfol 6gicamente dividida en 6 capas, de las més
internas JO ala J4, alaregion mas externa pegajosa (st). Ademas las capas J4 y la st se componen de
dos subcapas distintas. Lainteraccion del ovocito y espermatozoide ocurre en la GEL H en € proceso
de lafecundacion (Watanabe y Onitake, 2002).

Los espermatozoides de los urodelos se encuentran inmaoviles amacenados en la espermateca de la
hembra. Cuando son col ocados directamente sobre la superficie de la GEL H, comienzan a moverse

después de tres minutos previo alafecundacion (Watanabe et al., 2003).



Con respecto a la subcapa J2 se detectd baja actividad en la movilidad espermética, sugiriendo que €l
factor que induce esta movilidad es distinta entre las capas st y J2. Mientras que espermatozoides de

C. pyrrhogaster comenzaron amoverse por efecto del aumento del pH (Watanabe et al., 2003).

Lainiciacion de la movilidad de los espermatozoides se localizaen la capa st de la GEL H de C.
pyrrhogaster, esta sustancia es denominada SIME (sustancia que induce la movilidad del
espermatozoide) (Watanabe y Onitake, 2002).

Se ha encontrando que la SIME es una proteina estable a calor dd medio ambiente de
aproximadamente 50 kDa de peso molecular. Una forma inactiva de mas de 500 kDa también se ha

encontrado en laGEL H (Watanabe y Onitake, 2002).

Los cationes como K*, Na" y C&* de la GEL H estan también implicados en la activacion de la
iniciacion de la movilidad esperméticade C. pyrrhogaster. El potasio puede inducir la movilidad del
espermatozoide de Cynops S son tratados a altas concentraciones. Por la que se ha sugerido que los
canales de K* de la membrana del espermatozoide estan implicados en la iniciacion de la movilidad
espermética (Ukita et al., 1999).

En erizos de mar, Strongylocentrotus purpuratus, un péptido, speract, es liberado de la GEL H €
cua activa la movilidad del espermatozoide y causa la sdlida de K* a través de los candes de K™

dependientes de GMPc en & espermatozoide (Watanabe et al., 2003).

Por otra parte los iones calcio solos no pueden inducir la movilidad espermatica. Los iones calcio en
la GEL H podrian mediar la activacion de la movilidad espermética de C. pyrrhogaster como en €
raton (Ukitaet al., 1999).

La GEL H de los anfibios mantiene una concentracion constante de calcio, € cua es necesario para
iniciar la reaccion acrosoma del espermatozoide. El calcio es necesario para iniciar la movilidad
espermati ca hasta que se lleva a cabo lafecundacion interna de C. pyrrhogaster. En € erizo de mar
se sugiere que la entrada del calcio es por medio de la salida de Na'/H* debido a la intervencién de
speract (Suzuki and Garbers, 1984). Esta activacion de la saida de Na'/H™ permite la dcalini zacion
del interior celular, causando la elevacion del AMPc y finamente ocurre la entrada del Ca?en e
espermatozoide por medio de los canales de Ca?*. Un mecanismo similar podria causar la iniciacion

delamovilidad espermaticaen C. pyrrhogaster (Watanabe et al., 2003).



En los anfibios urodelos la reaccion acrosoma del espermatozoide es inducida en la region mas
externa (st) de la GEL H de C. pyrrhogaster, en la fraccion de la glycoproteina de més de 500 kDa
(Watanabe y Onitake, 2002).

La GEL H de C. pyrrhogaster guia a espermatozoide a la membrana vitelina; cuando se agrega
solucion de GEL H a espermatozoides estos comienzan a moverse hacia la solucion de GEL H. Se
han fertilizado con éxito huevos desprovistos de GEL H de C. pyrrhogaster. Sugiriendo que esto
sucede en los urodelos. En contraste, muchos espermatozoides son atrapados cuando pasan a través
de la GEL H. Por lo tanto la GEL H presenta dos papeles la atraccion de los espermatozoides y la
exclusion de ellos (Itoh ez al., 2002).

Durante la fecundacion en general en el huevo, la membrana vitelina que lo cubre es modificada por
la liberacion del contenido de sus granulos corticales actuando como un blogueador de la
polispermia. En urodelos, los huevos son fisiol dgicamente poliespérmicos, algunos espermatozoides
entran a los huevos durante la fecundacion. Estos hallazgos indican que la membrana vitelina
presenta caracteristicas diferentes entre los anuros y urodel os (Itoh et al., 2002).

La membrana vitelina de C. pyrrhogaster presenta seis componentes y tres capas que pueden ser
detectadas por técnicas inmunoldgicas. La unién de los espermatozoides a la membrana vitelina es

mediada por € sulfato de heparina localizado en la superficie del proceso acrosomal (Watanabe y
Onitake, 2002).

Una sustancia de 84 kDa ha sido purificada de la membrana vitelina con columna de afinidad a
heparina, mientras que una molécula del mismo tamafio ha sido detectada en la porcion més externa
de la membrana vitelina de huevos maduros, con anticuerpos anti-vitronectina. Podrian estar la
heparina y la vitronectina implicadas en la union del espermatozoide a huevo de C. pyrrhogaster
(Watanabe y Onitake, 2002).

Las moléculas de proteinas de ZPC de 84 kDa y de 70 kDa han sido detectadas en la porcién mas
interna de la membrana vitelina de C. pyrrhogaster. La proteina ZPC es homdloga a la proteina ZP3
de rat6n la cua es responsable de la primera union del espermatozoide e induce la reaccion
acrosomal en la zona pelicida (Watanabe y Onitake, 2002).



La ZPC se cree que contribuye a la union del espermatozoide en Xenopus laevis, como en muchas
especies. La ZPC no contribuye a la primera union del espermatozoide a la membrana vitelina de C.
pyrrhogaster, debido a que ésta se localiza en la porcion més interna de la membrana (Vo y Hedrick,
2000).

En la fecundacion interna, 1os cambios no ocurren en el volumen y en e equipamiento del la GEL H
durante la fecundacion. Por lo tanto a parecer los espermatozoides tienen suficiente tiempo para
atravesar la GEL H respondiendo a los estimulos del huevo, € nimero de espermatozoides sobre los
huevos se piensa que es limitado debido a la capacidad de almacén de la espermateca por un largo
periodo, asi como también se cree que la habilidad para contribuir a la fecundacion disminuye en
agunos espermatozoides (Sever, 2002).

La reaccion acrosomal en anuros es inducida cerca o en la membrana vitelina en Bufo y Xenopus;
sugiriendo que la sustancia inductora de la reaccién acrosomal es agregada a la membrana vitelina
antes de ser rodeada por la GEL H. En contraste, en los urodelos, Pleurodeles waltl y C.
pyrrhogaster, lareaccion acrosomal es observada en la GEL H, semejante alo que sucede en algunos
mamiferos, como en & ratdn donde la zona pellcida iniciala reaccion acrosomal. En la figura 7 se
muestrala funcion de la GEL H y de lamembrana vitelina en €l urodelo C. pyrrhogaster y del anuro

X. laevis (Watanabe y Onitake, 2002).
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Fig. 7. Se muestran los sitios que inducen las interacciones del ovocito y espermatozoide en las
cubiertas del ovocito del tritdn C. pyrrhogaster y larana, X. laevis. L0s recuadros superiores y medios
muestran las funciones de la GEL H en la zona en donde se encuentran. Aunque la direccién y la
exclusion espermatica son proporcionadas por la GEL H en ambas especies, en € caso de Cynops es
maés eficiente la fecundacion. Debido a que la fecundacién en Xenopus es externa, la exclusion es por
hidratacion con el paso del tiempo de la GEL H. Los recuadros de abgo muestran los eventos que
induce la membrana vitelina (modificado de Watanabe y Onitake, 2002).



También es necesario mencionar que se ha reportado la partenogénesis en al menos dos especies de
urodelos (4. platinum y A. tremblaui), las cuales son triploides, necesitan de machos diploides cuyos
espermatozoides son necesarios para iniciar € desarrollo de los huevos partenogénicos, aungue €

material genético de los machos no es incorporado (Hayes, 1998).

Por otra parte, en e urodelo Notophthalamus (Triturus) viridensis tanto la hembra como € macho
son triploides. El estudio de esta especie como de Ambystoma, en los efectos de la triploidia podria
estar relacionada por los sistemas diferentes que determinan €l sexo, en Ambystoma son ZZIZ\W
mientras que en Notophthalamus son XX/XY (Hayes, 1998). El estudio de estos animales podria
contribuir al entendimiento de las relaciones entre los mecanismos de la determinaciéon sexud y

diferenciacién sexual gonadal.



DISCUSION

Diferenciacion gonadal

En los mamiferos, la determinacién sexual es estrictamente genética; sin embargo, esto puede ser

modificado en agunas especies de anfibios por la temperatura y accion de las hormonas esteroides

(Chardard et al., 1995). En el cuadro 1 se muestran algunos genes 'y su funcion.

Cuadro 1. Genesy su relacién con ladiferenciacion gonadal en algunos vertebrados.

Gen

Funcién del gen

Animal

Sry

Induce € testiculo en Conjunto
con Sox9 (Meyers-Wallen,
2005)

Roedores

Sox9

Participa en la diferenciacion
del testiculo en conjunto con
Sry (Meyers-Wallen, 2005).

Roedores

Lhx9

Su expresion es esencia parala
formacion de la gbnada
bipotencial en conjunto con
WT1 (Mazaud et al., 2002).

Roedores

WT1

Induce la formacién de la
gbnada bipotencial en conjunto
con Lhx9 (Mazaud et al,
2002).

Roedores

Dmrtl (en el cromosoma Z)

Se expresa en la gobnada
indiferenciada antes de la
determinacion sexual (Osawa et
al., 2005).

Pollo

Dmtrl (en el cromosoma Z)

Podria estar implicado en la
diferenciacion gonadal (Osawa
et al., 2005).

Xenopus Lavéis

Urodelos

En e caso de anfibios urodelos no se ha detectado gen alguno que pueda estar relacionado con la

diferenciacion gonadal como es e caso de otros organismos. En los urodelos se han encontrado
cromosomas sexuales como XX/XY o ZZ/ZW (Chardard et al., 1995). Ver e cuadro 2.




Cuadro 2. Muestra € tipo determinacion sexual en agunos vertebrados.

Tipo de determinacion sexual Organismo
XXIXY Mamiferos (Gilbert, 2005).
ZZIZW Pollo (Van Tienhoven).
ZZIZWN Anuros, X. laevis Y R. pipiens (Osawa, 2005).
ZZIZW Urodelo, Ambystoma (Van Tienhoven).
ZZIZW Urodelo, P. waltl (Flament et al., 2003).
XXIXY Urodelo, Notophthalamus (Triturus) viridensis
(Hayes, 1998).
é? Urodelo, Cynops pyrrhogaster

La diferenciacion gonadal que en mamiferos y aves es establecida por |a presencia de cromosomas
sexuales puede ser aterada por otros factores. En € urodelo Pleurodeles latemperaturay el uso de
hormonas modifican e sexo gonadal. Se ha observado que la variacion de temperatura durante el
periodo termosensible, que va del estadio 42 a 54; afecta € desarrollo de la génada. Para €
desarrollo del 100% de machos se requiere una temperatura de 32° C, asi como también € uso de la
hormona estradiol puede modificar €l sexo gonadal en etapa larval del estadio 52 a 56,

contrarrestando |os efectos de la temperatura (Flament ez al., 2003), ver figura 1.

La determinacion del sexo relacionada a factores ambientales como |la temperatura se presenta en
algunos reptiles como las tortugas y los cocodrilos. Sin embargo, en los urodel os la determinacion del
Sexo es genética, mientras que la diferenciacién gonadal puede ser en algunos casos determinada por
efecto de latemperatura. Los estrogenos pueden contrarestar |os efectos de la temperatura e inducir la
diferenciacién del ovario, sin importar que los embriones se estén incubando a temperaturas en las
gue se producen machos. De igual manera s se contrarresta la actividad de la enzima aromatasa se
desarrollan organismos machos, aunque la temperatura a la que se mantengan los huevos sea para €
desarrollo de hembras (Kuntz et al., 2004).

Determinacion de las células germinales primordiales

Las CGPs son lalinea celular que da origen a los gametos en los animales. En € caso de nematodos,

moscas, anfibios anuros y pollos las CGPs son determinadas por medio del plasma germinal que se



encuentraen € citoplasma del ovocito, mientras que por otra parte se tiene a los anfibios urodelos y

mamiferos en donde las CGPs son determinadas por interaccion de las células vecinas. En los

urodel os las CGPs derivan de las células localizadas en la ZMV de embriones en estado de géstrulg;

poco después estas células migran con e mesodermo lateral posterior sobre e labio ventral del

blastoporo, a diferencia de los mamiferos en donde CGPs son inducidas en las células del epiblasto

por el ectodermo extraembrionario (Ikenishi y Nieuwkoop, 1978, Johnson et al., 2003), ver cuadro 3

y figura 3.

Cuadro 3. Especificacion de las CGPs en diferentes animales.

Animales

Plasma germinal

Interaccion celular

Neméatodos

Distribuida en todo e
citoplasma del huevo maduro
(Matovay Cooley, 2001).

Moscas

Desplazado hacia e polo
posterior del huevo maduro
(Matovay Cooley, 2001).

Anfibios anuros

Desplazado hacia e polo
vegeal del huevo maduro
(Matovay Cooley, 2001).

Pollos

Son detectadas en € estadio
de blastodisco (Matova y
Cooley, 2001, Takashi 1993).

Anfibios urodel os

En el estadio 28, se localizan
en & mesodermo posterior,
lateral a la cloaca (Johnson et
al., 2001).

Mamiferos

Son encontradas en el area del
epiblasto proximal a la linea
primitiva (Matova y Cooley,
2001).

Sin embargo, tales estudios han sido realizados a nivel histologico o citolégico por lo cud, para

investigar los mecanismos de especificacion de CGPs o células germinales verdaderas en anfibios

urodel os se utilizan marcadores molecul ares ya utilizados en otros organismos, como se muestraen €l

cuadro 4; el gen DAZL (DAZ-LIKE) es utilizado como una herramienta molecular.



Cuadro 4. Fl cen DAZ hiimano v s1is homolonos en otros oraoanismos

Organismos Gen Localizacion Funcién ddl gen
Humanos DAZ En & cromosoma | Codifica una proteina
Y. unida a ARN de
cromosoma Y. No se
usa como marcador de
CGPs, interviene en la
meiosis en la
espermatogenesis
(Johnson et al., 2003).
Xenopus, Anfibio anuro | Xdazl Gen autosomico (?) | La proteina resultante
y su ARN se|podria ser requerida
expresa en € |paa e desarollo
plasma del ovocito | temprano de las células
y en el embridn. germinales durante la
migracion a la gonada
(Bachvarona et al,
2004).
Cynops, Anfibio | Cydazl Se expresa en|lLa proteina Cydazl
urodelo CGPs dentro de la | parecer tener un papel
cresta genital en | en la diferenciacion de
desarrollo (estadio | las células germinales
59) durante la
embriogénesis  tardia
(Tamori et al., 2004).

El avance del estudio del gen Cydazl ayudara a establecer la diferenciacion de las células germinales
durante la embriogénesis en el anfibio urodelo Cynops, asi como también servira de comparacion con
genes homaologos de otros anfibios (urodelos y anuros) y no anfibios. En € caso de Xenopus, que
estd més relacionado con Cynops, ya que en los mismos genes, Xdazl y Cydazl respectivamente,
tienen que ver con la diferenciacion de CGPs presentandose en diferentes tiempos. En general, en
cada una de las especies que presentan € gen DAZL, €l ARN DAZL muestra expresion especifica de
las células germinales y la proteina DAZL, se cree que presenta un papel clave en lameiosisy en €
avance normal de la gametogénesis en algunos sistemas, aunque las funciones actuales permanecen
sin descifrarse (Tamori et al., 2004). Por otra parte, la trascripcion de factores también ayuda a
descifrar o que sucede con las células germinales, como es el caso del factor de trascripcion Oct-4,
gue podria estar implicado en la separacion de células sométicas y de las células germinales en
mamiferos y se sugiere que también en especies de anfibios urodelos (Pesce et al., 1998), ver cuadro
5.



Cuadro 5. Localizacion y funcion del factor de trascripcion de Oct-4 en e ratdn y sus

homal oaos en ofros oraanismos.

Animal Factor de trascripcion Localizacion Funcion del factor de
trascripcién
Raton Oct-4 Es expresado en | Este factor podria estar
células de talo y | manteniendo la
célulasgerminales. | potencia de las células
talo y células
germinales, asi como
también podria jugar un
papel més dla de la
maduracion de las
CGPs en gametos
(Pesceet al., 1998).
Humanos, vacas Y |murine Oct-4 Es expresado en | Este factor podria estar
monotremas células de talo y | manteniendo la
(marsupiales) célulasgerminales | potencia de las células
talo y células
germinales, asi como
también podria jugar un
papel més dla de la
maduracion de las
CGPs en gametos
(Pesceet al., 1998).
Ambystoma,  Anfibio | AxOct-4 Se expresa en | Se especula que puede
urodelo células tallo antes | ser necesario para la
de la gastrulacion y | formacion de las CGPs
es confinado en las | (Pesceet al., 1998).
CGPs durante la
gastrulacion.

Por otra parte, lainteraccion de las células germinales y de Sertoli es dificil de estudiar en mamiferos,

debido a la organizacién compleja de sus tlbulos seminiferos; paralo cual los testiculos de anfibios

urodel os proporcionan un sistema adecuado en e estudio de la maduracién de las células germinales,

gracias a la organizacion de sus quistes, en donde las células germinales se pueden encontrar en un

estadio de maduracion o formando un gradiente de maduracion (Shin-ichi, 2004), ver figura 6.




Fecundacion

Los urodelos presentan fecundacion interna, la hembra toma e espermatéforo que es depositado por
el macho en € fondo de la charca. La hembra puede almacenar |os espermatozoides algunos diasy
hasta més de un afio en la espermateca. Posteriormente |os ovocitos son fecundados en la cloaca 'y

liberados a agua.

La GEL H se compone de varias capas (dividida en 6 capas, de las mésinternas JO ala J4, alaregion
mas externa pegajosa (st).), cada una presenta funcién diferente en la fecundacién del ovocito; sin
embargo, los componentes presentes en la GEL H de Cynops pyrrhogaster no son determinantes
para la fecundacién del ovocito, ya que los ovocitos desprovistos de la GEL H son fecundados
eficientemente (Itoh ez al., 2002).

No obstante, hay sustancias importantes e interesantes que se han encontrado en la GEL H de C.
pyrrhogaster especificamente en lacapa st, la SIME, una proteina de 50 kDa que induce la movilidad
espermatica (Watanabe y Onitake, 2002). Conforme se vaya avanzando mas en € estudio de la
fecundacion de urodelos se sabra més sobre las funciones que podrian tener las substancias de la
GEL H.

También hay cationes (K*, Na* y Ca®") provenientes de la GEL H que est&n implicados en la
movilidad del espermatozoide y en la iniciacién de la reaccion acrosomal; sugiriéndose que la
entrada de C&" en d espermatozoide por medio de canaes de ca* podria ser de igual manera a
como se dalainiciacion delamovilidad esperméticaen € erizo de mar (Watanabe et al., 2003).

Aparte de estas sustancias, hay otras que se ha encontrado, la proteina ZPC detectada en la porcion
mas interna de la membrana vitelina de Cynops pyrrhogaster, que es homologa a la proteina ZPC en
la membrana vitelina de Xenopus y la proteina ZP3 en lazona peltcida de raton. La funcion de ZP3
deraton y la ZPC de Xenopus contribuye ala primera union del espermatozoide, mientras que en €l
caso de Cynops no contribuye a la primera union debida a que esta localizada en la porcién méas
interna de la membrana vitelina. Sin embargo, la membrana vitelina de Cynops €s una matriz

organizada en varias capas, que juega un importante papel en lafecundacién, ver cuadro 6.



Cuadro 6. Comparacion de los eventos de la fecundacion de algunos animales.

Tipo de fecundacién | Quimiotaxis Sitio deunién ovulo- | Sitio de reaccion | Organismo
espermatozoide. acrosomal
Externa Se presenta por € | Por la proteina| En la GEL H | Erizodemar
péptido resact, que | bindinalocalizadaen | (Watanabe y
es difundido de la | el proceso acrosomal | Onitake, 2002).
GEL H (Ward et al., | (Gilbert, 2005).
1985).
Interna En la capa st de la | En la superficie del | En la capa st de la | Anfibios urodelos
GEL H (Watanabe, | proceso acrosoma | GEL H, por una
2003). del espermatozoide, | proteina de 500 kDa
por e sulfato de|de peso molecular
heparina. (Watanabe y
En la membrana | Onitake, 2002).
vitelina, por la
heparina y
vitronectina
(Watanabe y
Onitake, 2002).
Externa Se presenta en la | En la porcion més | En membrana | Anfibios anuros
GEL H (Watanabe y interna de membrana | vitelina (Watanabe y | (Xenopus laevis)
Onitake, 2002). vitelina,  por  la | Onitake, 2002).
proteina ZPC
(Watanabe
Onitake, 2002).
Interna é&? En la zona pellcida | En la zona pelcida | Mamiferos (raton)
por laproteinaZP3y | por la proteina ZP3
ZP2 (Gilbert, 2005). | que se une a la
proteina de
galactogltransferasa-
| del espermatozoide
(Gilbert, 2005).

Los resultados encontrados en esta revision, muestran una clara evidencia de la escasa informacion
de los topicos abordados sobre los anfibios urodelos. En relacion a la diferenciacion gonadal existe
poca informacién que ayude a encontrar qué factores genéticos estan implicados en este proceso. Sin
embargo, se sabe que la temperatura y/o la concentracion de hormonas, pueden modificar la

diferenciacién gonadal .

Por otra parte, en la determinacion de las células germinales primordiales en anfibios urodelos, no se
conoce con exactitud que genes estan implicados en la determinacion de estas células, tampoco se
conoce con claridad su ruta de migracion hacia las gonadas. La utilizacion de marcadores genéticos

ayudara en gran medida a descifrar la determinacion de estas células.

En relacion con lafecundacion, al igua que los tépicos anteriores el avance del conocimiento en los

urodel os es poco en comparacion a existente en el erizo de mar y los anuros. Tomando en cuenta que



en nuestro pais presenta urodel os endémicos como e Ambystoma mexicanum que ya se estan criando
en instalaciones de algunas ingtituciones como en la FES Iztacala, 1o cua permitira tener una fuente
de organismos pararealizar investigaciones sobre cualquier aspecto de la biologia de dicha especie.



CONCLUSIONES

Con esta revision se encontrd que los urodelos son poco utilizados en la investigacion de aspectos

reproductivos; sin embargo, son extensamente empleados en estudios de regeneracion.

Seidentifico que la diferenciacion sexual de las gbnadas en los urodelos en general esté bajo control
genético como en las aves y los mamiferos, sin embargo, en algunas especies como Pleurodeles waltl
la diferenciacion sexual de las génadas puede ser modificado por efecto de la temperatura y las

hormonas esteroides como en los reptiles.

La diferenciacion del lingje germinal en los anfibios urodelos se cree que es por interaccion de las
células semejante a los mamiferos. En Cynops, € gen Cydazl diferencia las CGPs. mientras que, en
Ambystoma € factor de trascripcion, AxOct-4, es necesario para la determinacién de las CGPs, su

homologo e Oct-4 se expresa en las CGPs de otros animales.

Se describieron algunos eventos de la fecundacion de los anfibios urodel os, en donde la gelatina del
huevo de Cynops, es necesaria pero no determinante en la fecundacion del ovocito. La capa de
gelatina es quimioatrayente y en ella se realiza la reaccion acrosomal de manera parecida a erizo de
mar, ya que € espermatozoide también presenta un proceso acrosomal. Sin embargo, la proteina ZPC
de la membrana vitelina en Cynops no interviene en la primera unién con € espermatozoide,

mientras que si 10 hace en Xenopus, como la ZP3 de la zona pel Uicida de mamiferos.
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